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ADN : Acide Désoxyribonucléique  

Ag85 : Antigène 85 

AMK : Amikacine 

AG : Arabinogalactane 

AT : AcylTransférase 

ATS : American Thoracic Society 

AZM : Azithromycine 

BC : Biotine Carboxylase 

BCG : Bilié de Calmette et Guérin 

BDQ : Bédaquiline 

BPCO : Broncho-Pneumopathies Chroniques 

Obstructives 

CAP : Capréomycine 

CCCP : Carbonyl Cyanide 3-

ChloroChenylhydrazone 

CIP : Ciprofloxacine 

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane 

conductance Regulator 

CFX : Céfoxitine 

CFZ : Clofazimine 

CLR : Clarithromycine 

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice 

CoA : Coenzyme A  

CT : Carboxyltransférase 

DAT : Diacyl tréhalose 

DDTs : D,D-transpeptidases 

DH : Déshydratase 

DIB : Dibékacine 

DOX : Doxycycline 

Eis : Enhanced Intracellular Survival 

EMB : Ethambutol  

ER : Enoyl Réductase 

ERS : European Respiratory Society 

ESCMID : European Society of Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases 

ETH : Éthionamide 

FAS : Fatty Acid Synthase 

FDA : Food and Drug Administration 

GEN : Gentamycine 

GMSCF-KO : Granulocyte-Macrophage Colony-

Stimulating Factor Knock Out 

GPLs : Glycopeptidolipides 

HYG : Hygromycine 

IDSA : Infectious Diseases Society of America 

ILI : Inclusions Lipidiques Intracellulaires 

IMP : Imipénème 

INH : Isoniazide 

KAN : Kanamycine 
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1. Généralités 

Le genre des mycobactéries, nommé pour la première fois en 1896 par Lehmann et Neumann [1], 

appartient au phylum des Actinobacteria. Ces bacilles acido-alcoolo résistants sont des 

microorganismes saprophytes retrouvés principalement dans l’environnement tel que l’eau et le sol. 

Les actinobactéries,  notamment les mycobactéries, possèdent un génome riche en Guanine-Cytosine 

[2]. Ces dernières appartiennent à la famille des Mycobacteriaceae, provenant du sous-ordre des 

Corynebacterineae au sein de l’ordre des Actinomycetales et de la classe des Actinomycètes. Les 

mycobactéries se démarquent des autres bactéries car elles ne répondent pas à la coloration de Gram 

classiquement utilisée. Elles sont cependant discriminées grâce à la coloration de Ziehl-Neelsen 

spécifique de ce genre bactérien en raison de la richesse en lipides particulière de la paroi 

mycobactérienne, capable de retenir le colorant rose de la fuschine après un lavage acido-

alcoolique [3]. 

 

1.1. Classification 

Le genre Mycobacterium regroupe près de 200 espèces validées, renfermant une grande diversité 

morphologique, physiologique ou encore biochimique qui a poussé la communauté scientifique à 

classer les espèces selon différents critères.  

 

1.1.1. Classification de Runyon 

L’une des premières classifications en date est la classification de Runyon qui repose sur des 

observations phénotypiques et temporelles de différentes mycobactéries [4]. Cette classification a 

permis de différencier les mycobactéries à croissance lente (MCL) des mycobactéries à croissance 

rapide (MCR). Ce temps de croissance ainsi que la pigmentation des mycobactéries ont permis à Ernest 

Runyon de les distinguer en quatre groupes :  

I- Les photochromogènes qui se pigmentent après exposition à la lumière, croissance lente 

(ex : Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum) 

II- Les scotochromogènes qui sont toujours pigmentées d’orange à jaune, croissance lente 

(ex : Mycobacterium gordonae, Mycobacterium scrofulaceum)  
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Figure 1 : Classification des mycobactéries principales selon leur temps de croissance et leur 

virulence 

adapté de Johansen MD, et al. 2020 [5] 
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III- Les non photochromogènes qui ne sont jamais pigmentées, croissance lente (ex : Mycobacterium 

tuberculosis, Mycobacterium avium) 

IV- Les mycobactéries à croissance rapide (ex : Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium fortuitum, 

Mycobacterium abscessus). 

 

1.1.2. Classification selon la pathogénicité 

 Une autre classification existante repose sur la pathogénicité des espèces mycobactériennes. On vient 

distinguer le genre en 3 grands groupes (Figure 1) [5] :  

I- Les mycobactéries pathogènes stricts pour l’Homme ou l’animal. On y retrouve les espèces du 

complexe M. tuberculosis et Mycobacterium leprae, respectivement responsables de la tuberculose et 

de la lèpre. Ces deux pathogènes s’opposent aux Mycobactéries Non-Tuberculeuses (MNT), 

comprenant d’autres pathogènes stricts tels que Mycobacterium marinum ou Mycobacterium 

ulcerans. Ces MNT, ou mycobactéries atypiques, englobent toutes les autres espèces 

mycobactériennes telles que :  

II- Les mycobactéries pathogènes opportunistes. Au sein de ce groupe, on retrouve des espèces qui 

peuvent causer des infections chez l’Homme sous certaines conditions, notamment le complexe 

Mycobacterium abscessus-chelonae, M. avium ou encore M. fortuitum. 

III- Les mycobactéries non-pathogènes telles que M. smegmatis, M. gordonae ou encore 

Mycobacterium vaccae.  

 

1.1.3. Mycobactéries à croissance lente ou rapide 

Même si l’ensemble des classifications se rejoignent pour décrire une espèce mycobactérienne, le 

temps de croissance de ces espèces reste une caractéristique couramment utilisée. Les MCL forment 

des colonies en milieu solide après 7 jours d’incubation, contre moins de 7 jours pour les MCR. Le 

complexe des mycobactéries tuberculeuses regroupe des espèces à croissance lente, avec par exemple 

un temps de génération d’environ 20 heures pour M. tuberculosis [6]. Aujourd’hui, l’espèce ayant la 

croissance la plus lente est M. leprae avec un temps de génération compris entre 12 et 14 jours [7]. 

Enfin parmi les MNT, on retrouve les deux types de croissance, lente (M. marinum, M. ulcerans ou 

M. avium) et rapide (M. smegmatis, M. fortuitum ou M. abscessus).  
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Figure 2 : Arbre phylogénétique du genre Mycobacterium obtenu par comparaison des 

génomes entiers 

Tortoli E, et al. 2017, [8] 
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1.2. Phylogénie 

Ces classifications ont ensuite été consolidées par de nombreuses études phylogénomiques et de 

nouvelles techniques de génétique et de séquençage. En effet, le séquençage de l’ARNr 16S et de 

6 autres gènes conservés (hsp65, rpoB, smpB, sodA, tmRNA et tuf) [9], ainsi que la comparaison des 

génomes entiers [10] ont confirmé la distinction initialement phénotypique entre MCL et MCR. 

Néanmoins, la taxonomie et la phylogénie des mycobactéries ont subi certaines modifications ces 

dernières années. En effet, en 2018 l’étude de Gupta et al. basée sur la comparaison de protéines 

conservées a suggéré l’existence de cinq groupes monophylétiques distincts : Tuberculosis-Simiae, 

Terrae, Triviale, Fortuitum-Vaccae et Abscessus-Chelonae [11]. Cette nouvelle nomenclature a souligné 

le risque d’une certaine confusion en clinique lors du diagnostic et du traitement des infections 

mycobactériennes [12]. Plus récemment, une étude a utilisé de nombreuses méthodes différentes 

permettant de définir les limites d’un genre tels que le séquençage et la similarité de séquence de 

l’ARNr 16S, le pourcentage d’identité protéique et nucléotidique, l’alignement de fractions de génome 

et le pourcentage de protéines conservées. Ainsi, ces travaux ont confirmé l’affiliation des 

mycobactéries en un genre Mycobacterium unique [13]. Enfin, d’un point de vue plus phylogénique et 

évolutif, certaines analyses ont montré que parmi les MCR, le complexe M. abscessus-chelonae était 

le cluster le plus ancestral du genre Mycobacterium avec une liaison étroite à un ancêtre commun 

(Figure 2) [8]. 

 

 

2. Différentes espèces du complexe des mycobactéries 

2.1. Mycobactéries à croissance lente : l’exemple de Mycobacterium tuberculosis 

Approximativement la moitié des espèces du genre Mycobacterium sont des MCL et comporte 

l’ensemble des mycobactéries strictement pathogènes (M. tuberculosis, M. leprae, M. marinum ou 

M. ulcerans). On y retrouve également des pathogènes opportunistes tel que le complexe M. avium 

ou encore M. kansasii. On associe le phénotype de croissance lente à un mode de vie intracellulaire et 

à la pathogénicité, contrairement aux MCR qui sont majoritairement environnementales et qui 

incluent seulement un nombre limité de pathogènes opportunistes. La MCL la plus décrite aujourd’hui 

est M. tuberculosis, un pathogène humain obligatoire, et l’agent étiologique de la tuberculose. Ce 

bacille a été identifié et isolé pour la première fois par Robert Koch en 1882 [14], prouvant l’aspect 

infectieux et transmissible de la tuberculose. Cette affection est considérée comme l’une des plus  
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Figure 3 : Régime d’antibiothérapie de première intention requis dans le cadre d’infections 

pulmonaires à une souche sensible de M. tuberculosis 
Le régime antibiotique classique traitant les infections pulmonaires à une souche de M. tuberculosis 
sensible est divisé en deux phases, une première phase de 2 mois comprenant de l’isoniazide (INH), de 

la rifampicine (RIF), de l’éthambutol (EMB) et de la pyrazinamide (PZA) par voie orale. Cette première 

période est suivie d’une seconde phase de 4 mois où l’INH et l’EMB sont maintenus. 
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anciennes touchant l’Homme, avec des représentations de la pathologie dans la littérature et l’art 

égyptien [15]. L’ancienneté de ce syndrome a été démontrée par la mise en évidence de signes 

physiopathologiques caractéristiques de la tuberculose et d’ADN mycobactérien sur des squelettes 

datant de plusieurs millénaires [16,17]. C’est une infection hautement contagieuse, principalement 

pulmonaire, parfois extra-pulmonaire, transmise via les aérosols et les sécrétions respiratoires. Bien 

que les traitements cliniques curatifs et préventifs aient permis de ralentir l’épidémie, la tuberculose 

n’en reste pas pour autant éradiquée à travers le monde. La stratégie curative dans le cadre 

d’infections pulmonaires à une souche sensible de M. tuberculosis comprend deux phases, une 

première phase de 2 mois de traitement incluant la prise d’isoniazide (INH), de rifampicine (RIF), 

d’éthambutol (EMB) et de pyrazinamide (PZA) par voie orale. Puis l’INH et l’EMB sont conservés 

pendant quatre mois supplémentaires (Figure 3). La stratégie préventive, mise en place depuis 1924 

basée sur le vaccin BCG (vaccin bilié de Calmette et Guérin), reste encore aujourd’hui le seul vaccin 

validé et est majoritairement efficace pour prévenir la tuberculose chez l’enfant [18]. De plus, 

l’avènement de nombreuses souches multirésistantes au traitement antibiotique curatif recommandé 

en première intention (Figure 3) explique pourquoi la tuberculose reste encore aujourd’hui un 

problème de santé publique majeur et l’une des maladies infectieuses les plus meurtrières au monde. 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime, en 2021, à 10,6 millions le nombre de personnes 

ayant contracté la tuberculose, et à 1,6 millions le nombre de décès dus à cette maladie à travers le 

monde [19].  

Tout cela souligne le recours à de nouvelles stratégies de traitements et notamment de nouveaux 

antibiotiques ou combinaisons thérapeutiques plus efficaces. 

 

2.2. Mycobactéries à croissance rapide : Mycobacterium fortuitum et Mycobacterium abscessus 

Les mycobactéries à croissance rapide comprennent de nombreuses espèces ubiquitaires de 

l’environnement et sont généralement non-pathogènes à l’instar de M. smegmatis. Ce sous-groupe 

des MCR contient néanmoins certains pathogènes opportunistes tels que le complexe M. fortuitum ou 

le complexe M. abscessus-chelonae [20]. Ces espèces sont considérées comme non-pathogènes dans 

l’environnement, mais peuvent le devenir en fonction de facteurs environnementaux ainsi que du 

statut immunitaire et infectieux de l’hôte [21]. De plus, les modifications de l’environnement par 

l’Homme ainsi que l’interaction avec celui-ci, tels que l’installation de dispositifs mécaniques pouvant 

altérer la température ou l’humidité du milieu, peuvent expliquer l’émergence de maladies 

infectieuses humaines causées par ces agents pathogènes  [22]. 
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Figure 4 : Différents régimes d’antibiothérapie recommandés contre une infection à 

M. fortuitum selon le type d’infection 

Le régime thérapeutique contre M. fortuitum diffère selon le type d’infection et se doit d’être adapté 

à l’isolat clinique rencontré. 

La prescription pendant 12 mois de deux antibiotiques est recommandée en cas d’infections 

pulmonaires, seulement après un prélèvement exempt de pathogène. 

Dans le cas d’infections de la peau, des os ou des tissus mous, il est recommandé d’utiliser au moins 

deux antibiotiques sur une période pouvant aller de 4 à 6 mois. 

Puis dans le cas d’infections disséminées, une première phase de 2 à 6 semaines comprend 2 agents 

parentéraux (AMK et une b-lactamine -CFX ou IMP-) suivie d’une seconde phase plus longue allant de 

2 à 6 mois et incluant des antibiotiques oraux. 
 

 
 

 

Figure 5 : Modification de la classification taxonomique et de la nomenclature du complexe 

M. abscessus depuis sa distinction en tant qu’espèce en 1992 jusqu’en 2013 

adapté de Lee M-R, et al. 2015 [23] 
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2.2.1. Mycobacterium fortuitum 

M. fortuitum a été nommée pour la première fois par da Costa Cruz en 1938 et identifiée comme étant 

la cause d’une infection cutanée chez l’Homme [24,25]. Actuellement, le complexe M. fortuitum 

contient différentes espèces (M. fortuitum, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium senegalense, 

Mycobacterium porcinum, Mycobacterium neworleansense, Mycobacterium boenickei, 

Mycobacterium houstonense, Mycobacterium brisbanense, Mycobacterium septicum, Mycobacterium 

conceptionense, Mycobacterium farcinogenes et Mycobacterium setense) [20]. M. fortuitum, tout 

comme l’ensemble des MNT, est une bactérie environnementale que l’on retrouve notamment dans 

les réseaux de distribution d’eau, les sources d’eau naturelles, mais aussi dans le sol et la poussière 

[26]. Cette mycobactérie fait partie des MNT les plus communément isolées avec M. avium et 

M. abscessus [21] et se trouve être la seconde MCR la plus fréquemment retrouvée chez les patients 

atteints de mucoviscidose, après M. abscessus [27]. Généralement, on retrouve des infections 

pulmonaires à M. fortuitum chez des patients ayant des pathologies pulmonaires sous-jacentes telles 

que la mucoviscidose, un cancer pulmonaire, une bronchiectasie, une fibrose pulmonaire 

idiopathique, une tuberculose antérieure, ou encore une surinfection mycobactérienne [28]. Les 

infections à M. fortuitum ne sont pas uniquement pulmonaires mais peuvent également être localisées 

au niveau cutané [29], affecter des tissus mous, des os, ou encore être disséminées à tout l’organisme 

[30] et sont responsables de la majorité des infections post-chirurgicales liées aux MCR [31]. 

M. fortuitum est un pathogène difficile à traiter en clinique avec des isolats hautement résistants à de 

nombreux antibiotiques, notamment aux anti-tuberculeux tels que l’INH, l’EMB, l’éthionamide (ETH) 

et la clofazimine (CFZ) [32,33]. On retrouve également une résistance inductible aux macrolides et 

notamment à la clarithromycine (CLR), s’expliquant par la présence de la méthylase Erm39 [34,35]. Il 

n’en reste pas moins que M. fortuitum est sensible à différents antibiotiques oraux ou parentéraux 

comprenant les fluoroquinolones tels que la ciprofloxacine (CIP) ou la moxifloxacine (MOX) ; les b-

lactamines tels que l’imipénème (IMP) ou la céfoxitine (CFX) ; ou bien les aminoglycosides comme 

l’amikacine (AMK). C’est pourquoi des directives sont tout de même établies pour le traitement de ces 

infections, même si celles-ci sont plutôt empiriques et dépendent de la sensibilité de chaque isolat 

clinique (Figure 4). Il n’existe donc pas de choix optimal d’antibiotiques à prescrire, comme pour la 

plupart des autres infections mycobactériennes [36]. En général pour des infections pulmonaires à 

M. fortuitum, il est recommandé d’utiliser a minima deux antibiotiques pendant au moins 12 mois à la 

suite d’un prélèvement négatif.  

Au moins deux agents antibactériens sont également préconisés pour des infections de la peau, des 

tissus mous ou des os, sur une période plus courte de 4 à 6 mois, avec la possibilité de procéder à des 

résections chirurgicales en cas de difficulté thérapeutique. Enfin, pour des infections disséminées, un 
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Figure 6 : Différentes caractéristiques différenciant le morphotype lisse de morphotype 

rugueux de M. abscessus 

Images de colonies sur milieu solide issues de Medjahed H, et al. 2010 [37] 

 

 

 

 

Figure 7 : Structure des glycopeptidolipides synthétisés par M. abscessus  
Gutiérrez AV, et al. 2018, [38] 
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traitement de 2 à 6 semaines comprenant deux agents parentéraux (AMK et une b-lactamine -CFX ou 

IMP-) est recommandé, suivi de 2 à 6 mois de traitement incluant des antibiotiques oraux (macrolides, 

fluoroquinolones, doxycycline (DOX), etc.) devant être adaptés aussi selon la susceptibilité de la souche 

infectieuse [31,36] (Figure 4). L’ensemble de ces difficultés thérapeutiques, associées à la prévalence 

assez élevée de ces infections soulignent l’urgence de pouvoir proposer de nouvelles stratégies 

antibiotiques aux patients. 

 

2.2.2. Mycobacterium abscessus 

2.2.2.1. Présentation générale du complexe et différents morphotypes 

M. abscessus a été isolée pour la toute première fois en 1953 chez une patiente ayant un abcès du 

genou [39]. Cette MNT à croissance rapide ubiquitaire de l’environnement a d’abord été assimilée à 

M. chelonae en 1972 [40], mais sa phylogénie et sa place dans la classification a été modifiée de 

nombreuses fois [23] (Figure 5). Ce n’est qu’en 1992 que M. abscessus fût classée comme espèce à 

part entière. À ce jour, le complexe M. abscessus comprend trois sous-espèces : M. abscessus subsp. 

abscessus, M. abscessus subsp. bolletii et M. abscessus subsp. massiliense [41,42]. Ces trois sous-

espèces diffèrent par leur profil génétique mais aussi par leur susceptibilité respective aux 

antibiotiques et notamment aux macrolides [43], d’où l’importance de pouvoir les discriminer en 

thérapeutique [44]. Une caractéristique supplémentaire non négligeable est que M. abscessus existe 

sous la forme de deux morphotypes distincts que l’on peut distinguer en milieu solide ou liquide. On 

différencie le morphotype lisse, ou « smooth » (S) du morphotype rugueux, ou « rough » (R) (Figure 6). 

Phénotypiquement, le variant S présente des colonies rondes, lisses et crémeuses, et est relativement 

homogène en suspension liquide ; à l’inverse les colonies du variant R sont très rugueuses et 

organisées en structures serpentines et seront capables de former des agrégats en milieu liquide. Au 

niveau de la membrane mycobactérienne, le morphotype S se distingue du morphotype R par la 

présence abondante de glycopeptidolipides (GPLs) [38,45]. Ces molécules comprennent une partie 

lipidique reliée au noyau peptidique qui peut être soit di- ou tri-glycosylé chez M. abscessus [46] 

(Figure 7). La présence de GPLs à la surface de M. abscessus influence grandement ses propriétés 

physiopathologiques (Figure 6). En effet, ces GPLs seraient responsable en grande partie des capacités 

de mobilité (« sliding motility ») du variant S et d’agrégation du variant R [45]. Ce phénomène 

d’agrégation exacerbé, nommé « cording », permet au morphotype R de former de larges structures 

organisées de bacilles tête-bêches appelées « cordes » [47] (Figure 8). Ces cordes représentent un 

phénomène physiopathologique de virulence dans les infections à M. abscessus. De plus, 

contrairement à ce que l’on pouvait penser, le morphotype S n’est pas le seul à pouvoir former des  
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Figure 8 : Représentation de cordes formées par le morphotype rugueux de M. abscessus 

adapté de Bernut, et al. 2014 et Sánchez-Chardi A, et al. 2011, [47,48] 
A, B : Images de microcopie électronique à balayage à différents grossissements présentant 

l’organisation étroite des bacilles au sein d’une corde. Échelles : (A) 7,5 µm et (B) 1,9 µm.  

C : Coloration Ziehl-Neelsen montrant une corde. Échelle : 20 µm.  

D : Image de microscopie confocale présentant une corde extracellulaire dans le zebrafish infecté. 

Échelle : 25 µm.  
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biofilms puisque l’absence de GPL n’empêche pas au morphotype R d’en produire [49]. Ces structures 

sont définies comme étant une communauté de bactéries agrégées au sein d’une matrice 

extracellulaire permettant l’agrégation, l’adhésion, la rétention d’eau et l’apport de nutriments sur 

une surface solide. Cette matrice, ajoutée à l’agrégation mycobactérienne, permet aux biofilms d’être 

plus résistants aux agressions environnementales, aux désinfectants, à la pénétration d’antimicrobiens 

mais aussi au système immunitaire au sein d’un hôte infecté [50–52]. Les biofilms sont donc un 

phénomène physiopathologique contribuant largement à la persistance des infections à M. abscessus. 

En outre, lors de l’infection à M. abscessus, les deux morphotypes de M. abscessus interagissent 

différemment avec les cellules immunitaires. Par exemple, le variant S, contrairement au type R, est 

plutôt phagocyté de manière individuelle au sein de macrophages et est capable de limiter 

l’acidification du phagosome [53]. Ce morphotype lisse inhibe l’apoptose via l’action des GPLs polaires, 

contrairement au morphotype R qui entraîne une apoptose caspase-dépendante plus importante [54]. 

Les GPLs à la surface de la mycomembrane permettent également de masquer les agonistes des Toll-

Like Receptor 2 (TLR-2) tels que les phophatidyl-myo-isonitol dimmannosides (PIM2) [55] ce qui limite 

la mise en place de la réponse inflammatoire. En effet, le variant R, délesté de ces GPLs, va pouvoir 

interagir avec les TLR entraînant une forte production de TNF-a et ainsi une réaction 

hyperinflammatoire [55]. De plus, le variant R forme naturellement plus d’agrégats que le variant S et 

notamment les cordes qui empêchent la phagocytose de M. abscessus par les cellules immunitaires 

innées tels que les macrophages et neutrophiles [48]. De manière générale, suite à la colonisation et 

la détection des bacilles par les premières lignes de défenses immunitaires (macrophages, 

neutrophiles), l’inflammation générée va engendrer un recrutement massif de cellules immunitaires 

environnantes au site d’infection menant à la formation d’un granulome [56] (Figure 9). Le granulome 

est caractéristique des infections mycobactériennes et représente une interface dynamique entre hôte 

et pathogène qui a pour rôle de contenir l’infection. Celui-ci est formé de cellules immunitaires innées 

infectées ou non, telles que des macrophages, des neutrophiles ou des cellules dendritiques [5]. 

Certaines de ces cellules dans un état apoptotique, ou nécrotique, peuvent favoriser la prolifération 

mycobactérienne et vont engendrer une activation de l’immunité [57]. La maturation du granulome 

est associée au recrutement de cellules de l’immunité adaptative telles que des lymphocytes T et B en 

périphérie de cette structure. Néanmoins, lors de l’infection, une transition irréversible du variant S 

vers le variant R peut survenir [58]. Cette transition est associée à la perte des GPLs à la surface de la 

bactérie qui engendre une virulence accrue associée à une hyperinflammation et à la formation 

massive de cordes entraînant des lésions tissulaires. Ces cordes peuvent perturber la formation et 

l’intégrité des granulomes, occasionnant un moins bon contrôle de l’infection à long terme et 

participant ainsi à l’expansion et à la dissémination du processus infectieux [5,57] (Figure 9). Des 
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Figure 9 : Colonisation de M. abscessus, recrutement du système immunitaire et 

échappement du granulome 

Après infection et colonisation, M. abscessus est reconnu par les cellules immunitaires environnantes 

créant une certaine inflammation qui va entraîner un recrutement massif du système immunitaire inné 

et adaptatif jusqu’à la formation du granulome. Cette structure permet de contenir l’infection 

mycobactérienne, mais dans certains cas, notamment une présence trop importante de cordes 

formées par le variant rugueux de M. abscessus, ce granulome peut ne se former générant un contrôle 

défaillant de l’infection 
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études de transcriptomique et génomique comparative ont révélé l’existence d’insertions, de 

délétions et de polymorphisme nucléotidique au niveau des gènes impliqués dans la synthèse (mps1 

et mps2)  ainsi que dans le transport (mmpS4 - mmpl4a et mmpl4b) des GPLs [59,60] expliquant la 

survenue de cette transition vers le morphotype R. Cependant, les éléments déclencheurs de cette 

transition phénotypique demeurent inconnus. L’ensemble de ces caractéristiques explique toutefois 

pourquoi le morphotype R est considéré comme la forme la plus virulente et retrouvée dans les 

infections aiguës et sévères à M. abscessus à la fois dans de nombreux modèles cellulaires, animaux et 

chez l’Homme [48,61,62], tandis que le variant S est considéré comme la forme environnementale 

colonisante et persistante de la bactérie (Figure 6) [63].  

 

2.2.2.2. Physiopathologie de l’infection chez l’Homme 

M. abscessus entraîne des manifestations cliniques diverses, comprenant des infections pulmonaires 

ainsi que des infections extra-pulmonaires et dans de plus rares cas, disséminées à tout l’organisme. 

De nombreuses études suggèrent que la prévalence des infections aux MNT, et notamment à 

M. abscessus, a fortement augmenté ces dernières décennies [64,65], jusqu’à dépasser celle de la 

tuberculose dans les pays industrialisés [66] où la majorité de ces infections sont décrites. De manière 

générale, la prévalence mondiale des infections à MNT est largement sous-estimée. Cela est dû à 

l’absence de déclaration obligatoire dans certains pays mais aussi car elles sont considérées à tort via 

la similarité des symptômes, comme des infections à M. tuberculosis dans des pays en développement 

fortement touchés par la tuberculose [67,68].  

 

a. Épidémiologie et symptômes des infections extra-pulmonaires à M. abscessus 

M. abscessus est l’une des MNT les plus couramment retrouvées dans des infections extra-

pulmonaires. Celle-ci se retrouve au niveau de la peau, des tissus mous, des os, ou encore dans de plus 

rares cas disséminées à tout l’organisme [23]. Au niveau cutané, M. abscessus peut causer des lésions 

multiples telles que des abcès, des nodules érythémateux pourpres ou des lésions ulcératives [29,69] 

(Figure 10). Deux mécanismes majeurs d’acquisition d’une infection extra-pulmonaire à 

M. abscessus sont connus : un passage de l’agent infectieux à travers la barrière cutanée ou bien une 

atteinte secondaire après une infection disséminée. Dans le premier cas, le passage transcutané peut 

survenir après des actes chirurgicaux [70,71], des tatouages [72,73], de l’acupuncture [74] ou encore 

de la mésothérapie [69]. Ces infections peuvent être causées suite à l’utilisation de matériel contaminé 

ou bien via les réseaux d’eaux potables [75] et leur localisation dépend de la nature de l’intervention.  
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Figure 10 : Symptômes extra-pulmonaires visibles suite à une infection à M. abscessus 
adapté de Lee M-R, et al. 2015 ; Grubbs J, et al. 2019 et Wongkitisophon P, et al. 2011, [23,69,76] 
A : abcès cutané sur la joue droite, B : nodules érythémateux et plaques sur le front, C :  nodule sous-

cutané sur le bras 
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Ces infections extra-pulmonaires peuvent, dans certains cas, engendrer une infection disséminée chez 

des personnes immunodéprimées ou sous traitement immunosuppresseur. Enfin, des bactériémies 

peuvent être observées lors d’une infection du système circulatoire, notamment lors d’utilisation de 

cathéters [77–79].   

 

b. Épidémiologie et symptômes des infections pulmonaires à M. abscessus 

Les infections pulmonaires aux MNT ne cessent d’augmenter à travers le monde depuis plusieurs 

décennies mais la quantification de la prévalence de ces maladies reste difficile et complexe. Ceci 

s’explique du fait de la déclaration non obligatoire des infections dans certains pays, puisqu’un 

prélèvement positif n’est pas forcément corrélé à un syndrome afférent au micro-organisme [64]. 

M. abscessus est la MCR la plus fréquemment retrouvée dans les infections pulmonaires causées par 

les MNT. Néanmoins sa répartition géographique est très hétérogène et diffère selon les continents et 

les pays [22,80,81]. Globalement la proportion d’infections pulmonaires à M. abscessus est plus élevée 

dans les pays occidentaux tels que la France, le Royaume-Uni ou les États-Unis que dans les pays 

orientaux comme la Chine [82]. Les infections pulmonaires à M. abscessus sont généralement 

chroniques et évoluent progressivement avec une altération de la qualité de vie, comprenant des 

symptômes persistants et parfois irréversibles tels que le déclin de la fonction pulmonaire. Néanmoins, 

ce pathogène peut entraîner une maladie fulgurante avec une insuffisance respiratoire aiguë [23,36]. 

Les symptômes des infections pulmonaires à M. abscessus sont caractérisés par de la fièvre, des 

douleurs musculaires, une toux persistante, une fatigue générale, une perte de poids, une dyspnée, 

une hémoptysie ainsi qu’une production excessive de mucus pouvant favoriser des infections 

pulmonaires diverses. Ces symptômes ainsi que la sévérité du syndrome varient grandement d’une 

personne à l’autre, néanmoins ils peuvent évoluer si l’infection n’est pas prise en charge correctement. 

Dans ce cas, on retrouve des cas de bronchiectasie nodulaire où les voies respiratoires sont 

endommagées, des simples nodules pulmonaires, une inflammation des poumons, ou encore des 

formes plus graves de fibroses cavitaires, où des cicatrices irréversibles peuvent entraîner in fine une 

insuffisance respiratoire (https://rarediseases.org/rare-diseases/nontuberculous-mycobacterial-lung-

disease/). Ces affections pulmonaires surviennent majoritairement chez des personnes ayant des 

problèmes pulmonaires sous-jacents ou des prédispositions médicales génétiques ou 

environnementales. 
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Figure 11 : Différentes catégories de facteurs de risques aux infections aux MNT et 

notamment à M. abscessus 
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c. Facteurs de risques environnementaux et humains aux infections à M. abscessus 

Parmi les facteurs de risques favorisant les infections aux MNT et notamment à M. abscessus, on 

compte trois différentes catégories : les facteurs de risques environnementaux, les facteurs humains 

non génétiques, et les facteurs de risques génétiques (Figure 11).  

M. abscessus étant un micro-organisme de l’environnement, des niches écologiques comme l’eau ou 

le sol peuvent être considérées comme une source d’infection humaine [21]. Différentes études 

montrent que ces niches peuvent être la source d’infection des patients, que ce soit l’eau des 

canalisations ménagères [83,84], de l’hôpital [75], ou encore la terre des jardins domestiques [85]. 

Les facteurs de risques non génétiques sont divers et variés, et provoquent généralement une 

inflammation accrue du système respiratoire exacerbant le risque d’infection à M. abscessus. Ils 

comprennent notamment des maladies structurelles des poumons telles que les Broncho-

Pneumopathies Chroniques Obstructives (BPCO), appelées aussi emphysème lors de la dégradation 

des alvéoles pulmonaires ou bronchite chronique lorsque la toux chronique s’accompagne 

d’expectorations. Les BPCO réduisent le flux d’air, entraînent une difficulté à respirer et augmentent 

donc le risque d’infections pulmonaires [86]. Les pneumoconioses sont également un facteur 

aggravant des infections aux MNT, et représentent l’ensemble des inflammations pulmonaires 

résultant de l’inhalation de particules solides, majoritairement minérales telles que la silice, le charbon 

ou l’amiante et pouvant mener à des fibroses pulmonaires [87]. Les séquelles pulmonaires irréversibles 

causées par une tuberculose antérieure peuvent également exacerber le risque d’infections à 

M. abscessus [88]. Parmi les autres facteurs de risques, on retrouve également certains cancers, tels 

que des leucémies ou cancers du poumon [89–91], pouvant s’expliquer par les agents thérapeutiques 

utilisés pour lutter contre ces maladies et qui entraînent une immunosuppression et donc favorisent 

les infections microbiennes [92]. Dans cette même lignée, l’ensemble des traitements 

immunosuppresseurs tels que les corticostéroïdes [93,94] ou les agents anti-TNF-a [95] entraînent une 

augmentation du risque d’infection aux MNT. Enfin, l’immunodéficience qu’engendre le Virus de 

l’Immunodéficience Humaine (VIH) augmente le risque des maladies associées aux MNT [96], suite à 

la déplétion de l’immunité à médiation cellulaire liée à la chute des lymphocytes CD4+ T-helper (Th1), 

qui ont un rôle majeur dans la défense et le contrôle des infections mycobactériennes [92]. Ces défauts 

immunitaires sont retrouvés majoritairement dans les infections disséminées à M. avium, ou encore 

M. kansasii mais quelques cas rapportent aussi des infections pulmonaires à M. abscessus chez des 

patients atteints de VIH [97,98].  

Enfin, parmi les facteurs de risques d’origine génétique, la maladie qui prédispose le plus aux infections 

aux MNT est la mucoviscidose. La prévalence globale de ces infections chez les patients atteints de  
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mucoviscidose est en moyenne de 8% à travers le monde [99], avec une dominance des complexes 

M. avium et M. abscessus [100]. La colonisation mycobactérienne représente dans la plupart des cas 

une contre-indication pour la greffe pulmonaire, d’où la nécessité de surveiller activement ces patients 

[82,101]. Cette maladie autosomale récessive est causée par des mutations au sein du gène cftr codant 

le canal chlorure transmembranaire CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). 

Cette protéine a pour rôle de réguler les niveaux d’ions entre le compartiment extracellulaire et 

intracellulaire des cellules épithéliales de plusieurs organes tels que le foie, le pancréas, l’appareil 

génital ou encore les poumons [102]. L’altération de la fonction du canal CFTR au niveau pulmonaire 

va modifier la composition et la densité-viscosité du mucus qui empêchera la fonction mucociliaire 

ainsi que le renouvellement du mucus [103]. Cette accumulation de mucus pathologique augmente la 

colonisation polymicrobienne et limite l’accès des cellules immunitaires ce qui va faciliter les infections 

bactériennes. À cela s’ajoute l’inflammation chronique des bronches et les potentiels dommages 

tissulaires au niveau des poumons qui favoriseront l’établissement d’infections chroniques. De plus, la 

protéine CFTR régule de nombreux processus tels que la défense des voies respiratoires. La proximité 

de ce canal avec d’autres transporteurs d’ions permet une régulation directe ou indirecte du pH des 

voies respiratoires, et un pH acide est retrouvé dans les voies aériennes des patients atteints de 

mucoviscidose, ce qui complique l’élimination des bactéries par les défensines qui sont très sensibles 

aux variations de pH [104]. Enfin, les infections mycobactériennes sont exacerbées chez ces patients ; 

en effet, il a été montré chez le modèle zebrafish que CFTR joue un rôle important dans l’élimination 

intramacrophagique de M. abscessus [105]. En effet, ces canaux CFTR vont permettre une production 

de dérivés réactifs de l’oxygène (« Reactive Oxygen Species », ROS) par la NADPH oxydase Nox2 qui 

donnera lieu à l’élimination des bacilles phagocytés. Dans ce modèle de mucoviscidose, le défaut de 

l’activité de CFTR engendre une baisse de l’activité Nox2, et donc une chute de la production des ROS 

qui représentent les principaux effecteurs antimycobactériens produits par le macrophage. Il s’en suit 

une augmentation de la multiplication intra- et extracellulaire de M. abscessus, ainsi qu’une baisse du 

chimiotactisme des neutrophiles aboutissant à un stade aigu de l’infection.  

L’ensemble de ces facteurs de risques explique l’augmentation de la prévalence des infections à 

M. abscessus. Néanmoins, de nombreuses recherches se doivent d’être menées afin de mieux 

comprendre la pathogenèse de ces infections et pour contrecarrer plus activement ces infections. Pour 

ce faire, différents modèles cellulaires ou animaux ont été mis en place ces dernières années pour 

contribuer à ces avancées.  
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Figure 12 : Différents modèles d’études expérimentaux précliniques (in vitro, ex vivo et 

in vivo) pour l’étude de la pathogenèse de M. abscessus et l’activité de molécules candidats 
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2.2.2.3. Modèles d’étude expérimentaux 

Le développement de traitements efficaces contre M. abscessus a été retardé par le manque de 

modèles appropriés pour étudier les phases chroniques et aiguës de l’infection. Néanmoins, les récents 

progrès sur les modèles cellulaires et animaux permettent à présent de mieux appréhender les 

interactions hôte-pathogène, ainsi que l’action de nouvelles molécules actives contre M. abscessus 

[106] (Figure 12). 

Dans un premier temps, les cellules naturellement infectées par M. abscessus chez l’Homme sont les 

macrophages. Ainsi, ce type cellulaire a permis des avancées majeures dans la description des 

premières étapes d’invasion des morphotypes S et R (voir Chapitre I : Le genre Mycobacterium, 

2.2.2.1. Présentation générale du complexe et différents morphotypes). Pour cela, la lignée de cellules 

monocytaires THP-1 différenciées en macrophages grâce à l’action de Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA) est largement utilisée. Des macrophages humains primaires peuvent être également adoptés, 

et sont d’un point de vue physiologique plus pertinents que les monocytes différenciés de type THP-1. 

Néanmoins, certains biais peuvent survenir aux vues de l’origine différente des cellules contrairement 

à l’utilisation d’une lignée immortalisée. De plus, les cellules THP-1 représentent un modèle bien établi 

et validé dans de nombreuses études impliquant les mycobactéries et sont comparables aux 

macrophages humains primaires concernant différents aspects cruciaux de l’infection [107]. Les 

« foamy macrophages » ou macrophages spumeux jouent un rôle important dans la persistance des 

mycobactéries, et notamment M. tuberculosis [108]. Ces macrophages très riches en gouttelettes 

lipidiques sont retrouvés dans les granulomes et contiennent des bacilles gorgés d’Inclusions 

Lipidiques Intracellulaires (ILI) riches en triacylglycérol (TAG) [109] servant de source de carbone et 

d’énergie sur le long terme. Des modèles expérimentaux de macrophages spumeux ont été mis en 

place pour la compréhension de l’accumulation, de la consommation et de l’utilité de ces lipides chez 

les mycobactéries [109–111].  

Le modèle macrophagique présente des analogies avec certaines amibes considérées comme des 

niches environnementales pour certaines MNT [112] et pouvant également représenter une source 

potentielle d’infections humaines. Cette niche unicellulaire permet une protection des mycobactéries 

dans la nature ainsi que des échanges génétiques favorables entre bactéries, ou entre mycobactéries 

et amibes [113]. Ainsi, en laboratoire, ce modèle a permis la mise en évidence de certains facteurs 

déterminants dans la survie et la virulence intracellulaire de M. abscessus [114–116]. De plus, il devient 

un outil remarquable permettant un criblage de composés anti-mycobactérien vis-à-vis de leur activité 

intracellulaire ainsi qu’une identification des meilleurs candidats [117,118].  

Des modèles multicellulaires plus complexes peuvent être également exploités dans l’étude des 

infections à M. abscessus préalablement à l’utilisation de modèles animaux. Un modèle in vitro de 
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granulomes a été mis en place pour mimer la formation de granulomes naturels ainsi que l’ensemble 

du recrutement cellulaire mis en place autour des bacilles [119]. Nous savons que ces structures sont 

caractéristiques des infections mycobactériennes de par le recrutement de cellules immunitaires 

innées et adaptatives dans le but de contenir l’infection [120]  (voir Chapitre I : Le genre 

Mycobacterium, 2.2.2.1. Présentation générale du complexe et différents morphotypes). Ainsi ce 

modèle mis en place permet de mieux appréhender la physiopathologie des infections 

mycobactériennes, la réponse immunitaire précoce [121] et éventuellement, d’identifier des 

traitements thérapeutiques plus adaptés.  

Les organoïdes représentent un autre modèle multicellulaire récemment développé dans le but de 

mieux appréhender les interactions entre hôte et mycobactéries, notamment au niveau des cellules 

pulmonaires. Ce modèle permet de mimer et reproduire in vitro la structure et les propriétés 

biologiques de l’environnement pulmonaire humain in vivo. En effet, des organoïdes des voies 

respiratoires humaines ont permis d’étudier les étapes précoces de l’infection au niveau pulmonaire 

[122] et montrent que M. abscessus est capable de se développer au sein de cet environnement. Les 

organoïdes sont formés de cellules basales, de cellules ciliées et de cellules caliciformes permettant 

d’élucider la façon dont M. abscessus peut interférer avec la fonction mucociliaire ou encore 

l’expression de cytokines proinflammatoires lors de l’infection. À partir de cela, un modèle 

d’organoïdes pulmonaires alvéolaires dérivés de cellules de patients atteints de mucoviscidose a été 

mis au point [123]. Ces organoïdes présentent des caractères représentatifs des poumons de patients 

atteints de mucoviscidose tels qu’un dysfonctionnement du transporteur CFTR, une accumulation 

accrue de mucus, un stress oxydatif accentué, une mort cellulaire augmentée ainsi qu’une infection 

accrue à M. abscessus. Ce modèle représente un outil supplémentaire permettant de décrypter les 

infections mycobactériennes dans un contexte de mucoviscidose, mais aussi de tester l’action de 

composés antibactériens dans un environnement mucoviscidosique. 

Enfin, des modèles animaux sont utilisés pour étudier la physiopathologie de M. abscessus. Le poisson 

zèbre (Danio rerio) représente un modèle de choix pour suivre en temps réel la chronologie de 

l’infection et comparer la pathogenèse des variant S et R de M. abscessus ainsi que d’étudier 

l’importance de l’immunité innée dans le contrôle des infections à M. abscessus [48,57]. En effet, cet 

organisme possède une immunité innée proche de celle de l’Homme et donne accès à l’étude des 

phases précoces d’interaction entre pathogène et cellules immunitaires innées [124], permettant 

d’étudier notamment la formation des granulomes qui sont difficiles à observer dans les modèles 

mammifères classiques [125,126]. De par la transparence de ses embryons, ce modèle permet un suivi 

spatiotemporel aisé de l’infection et de l’interaction hôte-pathogène à travers des techniques de 

microscopie non-invasives [127]. Cette caractéristique est exacerbée par la modification génétique  
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simple du poisson zèbre qui permet la génération de cellules immunitaires fluorescentes. Grâce à son 

développement rapide et ses bonnes capacités reproductives, le poisson zèbre présente également un 

intérêt croissant dans le criblage de composés chimiques présentant une activité antimycobactérienne 

[128,129]. De plus, la transparence des embryons vient accentuer les intérêts du poisson zèbre en 

pharmacologie de par la possibilité de quantifier et suivre l’efficacité antibactérienne du composé ainsi 

que la toxicité potentielle des molécules via la visualisation de modification morphologiques, 

phénotypiques ou fonctionnelles [128]. 

Enfin, l’emploi du modèle murin reste encore aujourd’hui le plus pertinent pour l’étude des infections 

et de l’efficacité de nouveaux agents antimicrobiens [130]. Néanmoins, il ne permet pas une 

observation directe des interactions entre cellules de l’hôte et pathogènes, ni d’une réelle infection. 

En effet, l’infection de souris immunocompétentes telles que les BALB/c ou C57BL/6 par M. abscessus 

ne permet pas d’observer la persistance de l’infection mais plutôt une clairance de celle-ci en 1 mois 

[128,131]. Ainsi, de nombreux modèles murins immunodéprimés ont été développés permettant un 

haut niveau d’infection à M. abscessus, tels que les souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency), 

GMSCF-KO (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor Knock-Out) ou les nude qui 

permettent une infection pulmonaire visible et stable jusqu’à 40 jours accompagnée de symptômes 

pulmonaires [132]. Plus récemment, un modèle de souris immunocompétentes (C57BL/6NCrl) 

infectées de manière intratrachéale par des billes d’agar incorporant M. abscessus a été mis au point. 

Celui-ci va générer une infection pulmonaire chronique capable de persister sur plus de 2 mois 

permettant de pouvoir étudier la pathologie et les lésions pulmonaires ainsi que les marqueurs de 

l’inflammation sur une période plus longue [133]. Un modèle d’infection par aérosols, se rapprochant 

plus de la porte d’entrée naturelle des mycobactéries, a été mis en place pour l’étude des infections à 

M. abscessus chez des souris immunocompétentes C3HeB/FeJ préalablement utilisées pour l’étude de 

M. tuberculosis [134,135]. Associé à des corticostéroïdes, tels que la dexaméthasone, ce modèle 

permet une infection pulmonaire durable et constante par M. abscessus avec des symptômes 

pulmonaires favorisant ainsi l’évaluation d’antibiotiques administrés par voie intranasale. De manière 

générale, les modèles murins sont primordiaux dans l’étude préclinique de l’efficacité et de l’innocuité 

de nouveaux anti-bactériens, mais aussi dans l’optimisation de la posologie et de la voie 

d’administration de ces molécules [130].	 Ces propriétés sont indispensables lorsque la thérapie 

souffre, à ce jour, d’un manque alarmant de traitements efficaces.
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Figure 13 : Régime thérapeutique recommandé dans le cadre d’une infection à M. abscessus 

Le régime antibiotique contre les infections à M. abscessus est divisé en deux phases et son contenu, 

notamment le nombre de molécules associées, va dépendre du profil de sensibilité de la souche aux 

macrolides (S : sensible, R : résistant).  

La première phase, ou « phase intensive » dure de 3 à 12 semaines et comprend une dose quotidienne 

d’un macrolide oral (CLR ou AZM), d’AMK parentérale ainsi que d’une ß-lactamine injectée (CFX ou 

IMP). La seconde phase, ou « phase de prolongation » peut durer jusqu’à plus d’un an où un macrolide 

et de l’AMK en aérosol seront prescrits. A ces cocktails d’antibiotiques peuvent s’ajouter de nombreux 

autres antibiotiques à adapter selon la susceptibilité de la souche pathogène impliquée.  
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1. L’antibiothérapie conventionnelle contre M. abscessus 

Les infections causées par M. abscessus représentent un réel défi en clinique pour les patients et les 

professionnels de santé car elles restent très difficiles à traiter du fait de la résistance naturelle de 

cette bactérie à la plupart des classes d’antibiotiques disponibles. Les raisons expliquant cette 

résistance sont multiples. D’une part, la paroi de M. abscessus est très riche en lipides complexes et 

constitue un véritable bouclier pour l’entrée de nombreux agents antimicrobiens. D’autre part, cette 

bactérie met en place de nombreux mécanismes (innés ou acquis) lui permettant de résister à l’action 

des antibiotiques [136]. Ainsi, de nombreux comités d’experts se réunissent régulièrement pour définir 

des stratégies thérapeutiques optimales et recommandations à suivre pour traiter ces infections. Le 

consortium de 2016  a permis de réunir la fondation américaine de la mucoviscidose (US Cystic Fibrosis 

Foundation) ainsi que la société européenne de la mucoviscidose (European Cystic Fibrosis Society) 

pour essayer d’harmoniser la gestion et la thérapie des infections aux MNT dans le cadre de la 

mucoviscidose [100]. En 2020, des recommandations ont été énoncées à l’encontre des infections 

pulmonaires aux MNT via le regroupement d’un panel d’experts sélectionnés par les quatre principales 

sociétés internationales de médecine respiratoire et de maladies infectieuses que sont l’ATS (American 

Thoracic Society), l’ERS (European Respiratory Society), l’ESCMID (European Society of Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases) et l’IDSA (Infectious Diseases Society of America) [137]. Ces 

recommandations ont été reprises et ajustées en 2022 par le Centre de Contrôle des Maladies de 

Colombie Britannique (BC Centre for Disease Control) dans la section 12 de leur manuel du médecin 

pour la tuberculose abordant les MNT pulmonaires et leur traitement [138]. Ces comités mettent en 

évidence la difficulté d’attribuer un traitement optimal et universel contre les MNT, notamment vis-à-

vis de M. abscessus. En effet, le traitement est largement dépendant de chaque patient et de chaque 

souche infectieuse, et il existe très peu de corrélation entre la susceptibilité d’une souche in vitro 

(concentration minimale inhibitrice  -CMI-) et l’efficacité thérapeutique d’un composé in vivo, ce qui 

accentue la complexité et la prédictibilité du traitement en clinique [137]. Néanmoins, de ces 

différentes recommandations émerge une stratégie thérapeutique divisée en deux étapes, incluant 

une phase initiale dite « intensive » suivie d’une phase de « prolongation » (Figure 13). Ces phases 

contiennent des combinaisons d’antibiotiques différentes, et celles-ci varient selon la sensibilité de 

l’isolat clinique aux macrolides, une classe d’antibiotiques cruciale dans le traitement des infections à 

M. abscessus [139]. De manière générale, la phase intensive a pour objectif de faire baisser rapidement 

la charge bactérienne globale. Elle comprend l’administration quotidienne d’au moins 3 molécules en 

cas de sensibilité aux macrolides, ou 4 dans le cas contraire (Figure 13). On y retrouve principalement 

un macrolide oral tel que l’azithromycine (AZM) ou la CLR, une ß-lactamine (CFX ou IMP) parentérale 

ainsi que l’injection quotidienne d’AMK. Ce régime thérapeutique peut également être complété par  
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Figure 14 : Structure des macrolides, dont ceux utilisés dans le traitement contre 

M. abscessus et leur mode d’action sur la synthèse des protéines procaryotes 

Les macrolides (AZM et CLR utilisées contre M. abscessus) ciblent la boucle de l’ARNr 23S de la grande 

sous-unité 50S du ribosome mycobactérien à travers des liaisons hydrogènes, ainsi que des liaisons 

électrostatiques et hydrophobes qui empêcheront la liaison peptidique entre le néo-peptide et l’acide 

aminé de l’ARNt. Cela aura pour conséquence d’inhiber l’élongation de la chaîne peptidique en cours 

de synthèse et donc être délétère pour M. abscessus.  

Les cycles lactones sont représentés en bleus, les sucres désosamines et cladinoses sont 

respectivement représentés en orange et en rouge. 
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d’autres classes d’antibiotiques. La phase de prolongation s’étend sur au moins 12 mois et le choix de 

son contenu dépendra du profil de sensibilité/résistance de chaque isolat clinique mais aussi de la 

tolérance du patient aux antibiotiques prescrits. Néanmoins, elle comporte en général au moins 

l’administration d’AMK en aérosol et d’un macrolide administré par voie orale.  

En définitive, ces régimes thérapeutiques diffèrent énormément entre chaque patient et sont en 

constante évolution. Une certaine adaptabilité est ainsi demandée aux praticiens afin de choisir un 

cocktail d’antibiotiques approprié et optimal tenant compte de l’ensemble des informations à leur 

disposition. Enfin, ces associations d’antibiotiques ciblant des enzymes ou voies métaboliques 

différentes doivent se compléter afin de pouvoir contrecarrer les potentielles résistances qui 

pourraient émerger au cours du traitement. 

 

1.1. Les macrolides 

Les macrolides sont la pierre angulaire du traitement des infections à M. abscessus avec notamment 

l’utilisation recommandée de l’AZM ou de la CLR [137]. Cette classe d’antibiotiques a vu le jour avec la 

découverte de l’érythromycine en 1952, produite par l’actinomycète Saccharopolyspora erythraea 

(autrefois nommée Streptomyces erythraeus) [140]. Depuis sept décennies, de nombreux dérivés de 

l’érythromycine ont été synthétisés afin de contrecarrer l’instabilité acide de l’érythromycine ainsi que 

les résistances à cet antibiotique, tout en améliorant ses propriétés pharmacocinétiques. Les années 

1980 ont vu la découverte de certains macrolides de seconde génération dérivés de l’érythromycine 

tels que la CLR et l’AZM [141], encore aujourd’hui largement utilisés en clinique et particulièrement 

dans le traitement des infections mycobactériennes. Cette classe d’antibiotiques est formée de 

molécules ayant un cycle lactone de 14 (CLR) ou 15 carbones (AZM), ainsi que des sucres désosamines 

et cladinoses (Figure 14) et inhibe la synthèse  protéique [142]. En effet, en se fixant sur la boucle de 

l’ARNr 23S de la grande sous-unité 50S du ribosome via des liaisons hydrogènes réversibles entre le 

désosamine et les résidus adénine A2058 et A2059, la CLR et l’AZM vont pouvoir inhiber l’élongation 

du néo-peptide [143]. De plus, ils vont former des interactions électrostatiques et hydrophobes 

bloquant le tunnel de sortie par lequel le peptide en cours de synthèse s’éloigne du centre 

peptidyltransférase en empêchant la liaison peptidique entre le néo-peptide et l’acide aminé 

provenant de l’ARNt [143,144] (Figure 14). Puisque les macrolides représentent la base du traitement 

contre M. abscessus, ce pathogène a pu sélectionner de nombreux mécanismes de résistance afin de 

contrecarrer son action [145]. Ainsi dans certains cas, les macrolides peuvent être prescrits pour leurs 

propriétés immunodulatrices, ce qui vient accentuer la sélection de résistances causée par 

l’administration de doses sub-inhibitrices. En outre, différents travaux ont mis en garde contre  
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Figure 15 : Structure des ß-lactamines (céfoxitine et imipénème) et leur mode d’action sur 

les transpeptidases du peptidoglycane de M. abscessus 

Les ß-lactamines, en mimant le dipeptide D-alanyl-D-alanine, vont venir inhiber les D,D-

transpeptidases (DDTs) et principalement chez M. abscessus les L,D-transpeptidases (LDTs) et ainsi 

bloquer la synthèse finale du peptidoglycane, qui aura pour conséquence un effet bactéricide sur la 

mycobactérie. 
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l’utilisation prolongée d’AZM, principalement à cause de ces propriétés immunodulatrices qui vont 

empêcher l’acidification lysosomale, la dégradation phagosomale et l’autophagie et perturber les voies 

IFN-g et TNF-a requises pour le contrôle des infections mycobactériennes [146]. Cela pourrait 

entraîner, notamment chez des patients atteints de mucoviscidose, une élimination insuffisante des 

bacilles et engendrer l’établissement d’une infection chronique à M. abscessus. Néanmoins, une étude 

de cas française n’a montré aucun lien entre la hausse des maladies pulmonaires causées par 

M. abscessus et l’utilisation de thérapies inhalées ou de faibles doses d’AZM [147]. Malgré tout, 

l’utilisation prolongée d’antibiotiques, dont les macrolides, n’est pas recommandée afin de limiter 

l’apparition de souches cliniques multirésistantes aux antibiotiques. 

 

1.2. Les ß-lactamines 

Les ß-lactamines représentent la classe d’antibiotiques la plus utilisée contre les bactéries pathogènes, 

et celle-ci existe depuis près d’un siècle avec la découverte de la pénicilline dans la fin des années 1920 

par Alexander Fleming [148]. Ce n’est que dans le début des années 1940 que cette molécule fut 

purifiée et développée dans un but thérapeutique et médical par Howard Florey, Ernst Chain et leurs 

collaborateurs [149,150]. Aujourd’hui, les ß-lactamines regroupent différentes familles d’antibiotiques 

telles que les analogues de pénicilline, les monobactames, les carbapénèmes et les céphalosporines 

[151]. Ces molécules, contenant toutes un noyau ß-lactame (Figure 15), inhibent la synthèse finale du 

peptidoglycane (PG), composé essentiel de la paroi mycobactérienne [152]. Cette dernière étape 

consiste en la réticulation du PG par la formation de liaisons covalentes entre les chaînes peptidiques 

latérales (L-Alaninyl-D-isoGlutaminyl-meso-diaminopimelyl-D-alanyl-D-Alanine) du disaccharide 

composé de N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM) ou d’acide N-

glycolylmuramique (NGM) (Figure 15) [153]. Cette inhibition résulte du blocage de l’activité des 

transpeptidases mycobactériennes de la famille des protéines liant la pénicilline (« Penicillin-Binding 

Proteins » -PBP-), notamment les D,D-transpeptidases (DDTs) et majoritairement chez M. abscessus 

les L,D-transpeptidases (LDTs) qui catalysent respectivement les réactions de transpeptidation  de type 

4à3 et 3à3 [153]. Les DDTs et les LDTs sont donc la cible des deux seules ß-lactamines utilisées dans 

le traitement contre M. abscessus, à savoir la CFX, une céphalosporine semi-synthétique de seconde 

génération et l’IMP, un carbapénème [137]. Ces deux molécules (Figure 15) vont inhiber de la même 

manière l’étape finale de synthèse du PG, en mimant le dipeptide D-alanyl-D-alanine, substrat des LDTs 

et DDTs, elles se lient au site actif de ces enzymes et ainsi avoir un effet antibactérien [154]. Cependant, 

les deux ß-lactamines utilisées possèdent des efficacités différentes. En effet, l’IMP exerce une 

meilleure activité sur M. abscessus que ce soit in vitro [155] ou au sein de macrophages infectés [156], 
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Figure 16 : Structure de l’amikacine et mécanismes d’inhibition de la synthèse protéique 

bactérienne associés 

Les aminoglycosides et l’AMK inhibent la synthèse protéique de trois manières différentes. En venant 

se lier au site A de l’ARNr 16S de la petite sous-unité (30S) du ribosome mycobactérien, l’AMK inhibe 

l’initiation en bloquant l’association des deux sous-unités du ribosome, mais aussi la translocation en 

entraînant une terminaison prématurée et donc des protéines synthétisées non fonctionnelles. Enfin 

le mécanisme majeur retrouvé chez cette classe d’antibiotiques est la perturbation de l’arrivée de 

l’aminoacyl-ARNt correct au site de décodage qui aura pour conséquence des erreurs de traduction et 

donc des protéines non fonctionnelles.  
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ce qui s’explique notamment par le fait que les DDTs sont activement inhibées par l’ensemble des ß-

lactamines tandis que les LDTs, majoritaires chez M. abscessus, sont préférentiellement inhibées par 

les carbapénèmes [157].  

Dans l’ensemble, les ß-lactamines représentent une classe d’antibiotiques indispensable dans le 

traitement des infections à M. abscessus, bien que seulement deux molécules soient recommandées 

en thérapeutique. Récemment, plusieurs études ont montré que l’utilisation simultanée de plusieurs 

ß-lactamines présente une synergie in vitro [158,159] contre des isolats cliniques [160] et in vivo dans 

un modèle murin [161] ouvrant la voie à l’optimisation des traitements . 

 

1.3. Les aminoglycosides 

L’AMK est le troisième antibiotique recommandé en première intention dans le traitement de 

M. abscessus avec les macrolides et les ß-lactamines. Elle  fait partie de la famille des aminoglycosides, 

une classe d’antibiotiques découverte au début des années 1940 avec l’isolation, à partir de 

l’actinobactérie Streptomyces griseus, de la streptomycine par Albert Schatz [162,163]. La 

streptomycine s’est avérée comme étant le premier traitement efficace contre M. tuberculosis [164] 

et reste utilisée aujourd’hui en seconde intention [165]. A partir de cette molécule, de nombreux 

dérivés ont été isolés ou synthétisés, telle que la kanamycine (KAN) isolée à partir de Streptomyces 

kanamyceticus en 1957 [166]. C’est à partir de cette dernière qu’a été synthétisée l’AMK [167], 

rapidement approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) en 1981 et fréquemment utilisée 

dans la thérapie contre M. abscessus [137]. L’AMK est formée d’une structure centrale de sucres 

aminés reliés par des liaisons glycosidiques, et dérive de la KAN par l’ajout d’une chaîne S-4-amino-2-

hydroxybutyryl en position 1 du cycle désoxystreptamine (Figure 16). Ses  caractéristiques cationiques 

l’aident à traverser les membranes bactériennes et atteindre sa cible [168,169]. Les aminoglycosides, 

dont l’AMK, inhibent la synthèse protéique en se liant au site A de l’ARNr 16S de la petite sous-unité 

(30S) du ribosome bactérien (Figure 16) [170]. Cette liaison inhibe l’initiation et l’élongation de la 

traduction et engendre des erreurs de traduction [171]. Plus précisément, l’AMK va élaborer des 

liaisons électrostatiques avec les adénines A1408, A1492 et A1493 du site de décodage au niveau de 

l’ARNr 16S qui auront pour conséquence de perturber l’arrivée de l’aminoacyl-ARNt portant l’acide 

aminé correspondant à l’ARNm en cours de traduction [172]. En outre, ces erreurs de traduction 

peuvent conduire à une accumulation de protéines mal repliées au sein de la membrane engendrant 

des dommages qui faciliteront l’entrée et l’action d’antibiotiques qui vont ainsi exacerber les 

phénomènes bactéricides [169,173]. En effet, les aminoglycosides se démarquent des autres 

inhibiteurs de synthèse de par leur effet bactéricide, notamment dû à cette altération des membranes  
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Figure 17 : Structure des tétracyclines, et notamment de la tigécycline utilisée contre les 

infections à M. abscessus et son mode d’inhibition de l’élongation de la traduction 

mycobactérienne 

La TGC se lie à l’ARNr 16S de la petite sous-unité 30S du ribosome mycobactérien, particulièrement 

avec sa chaîne 9-t-butyl-glycylamide qui va lier le site de décodage, ce qui empêche l’entrée de l’ARNt 

au niveau du site A. La liaison de cet antibiotique entraîne donc un arrêt de la traduction en empêchant 

l’incorporation d’un nouvel acide aminé au néo-peptide en formation. 
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bactériennes [169,174].  

Différentes études ont montré la synergie de l’AMK avec d’autres antibiotiques tel que la CFZ [175,176] 

ou encore le linézolide (LNZ) [177], qui peuvent être utilisés lors du traitement contre M. abscessus. 

De plus, l’association avec certains antibiotiques, tel que la CFZ, permet de prévenir l’émergence de 

résistances à l’AMK [178]. Cependant, une étude récente n’a pas retrouvé la synergie entre AMK et 

LNZ et a montré un antagonisme fort entre AMK et AZM [179]. Ces travaux démontrent que de 

nombreux efforts doivent encore être réalisés pour mieux appréhender les interactions entre 

antibiotiques dans un but d’optimisation des traitements.  

 

1.4. Les tétracyclines 

D’autres classes d’antibiotiques sont recommandées dans le traitement des infections à M. abscessus, 

notamment en cas de difficulté d’éradication. Celles-ci incluent, entre autres, les tétracyclines, telles 

que la tigécycline (TGC) ou la minocycline (MNC). La famille des tétracyclines a vu le jour dans les 

années 1940 avec l’auréomycine (ou chlortétracycline) isolée à partir de l’actinomycète Streptomyces 

aureofaciens par le professeur Benjamin Duggar au sein des laboratoires Lederle [180]. L’utilisation à 

grande échelle de cet antibiotique après la seconde guerre mondiale, en agronomie et en thérapie 

humaine, a favorisé l’émergence et la sélection d’organismes résistants. Par la suite, d’autres 

tétracyclines naturelles ou semi-synthétiques ont été décrites, telles que la DOX ou la MNC, utilisée 

parfois dans la phase de prolongation du traitement (Figure 13) [100]. Cette dernière fait partie plus 

particulièrement de la famille des glycylcyclines et sert de molécule parent à la TGC. En effet, la MNC 

est modifiée sur sa partie hydrophobe désignée par le cycle D afin de donner lieu à la TGC, aussi 

nommée 9-(t-butyl-glycylamido)-minocycline, ou anciennement GAR-936 [181,182] (Figure 17). La 

synthèse de ces nouveaux dérivés glycylcyclines a permis de contrecarrer les mécanismes de résistance 

existant contre les tétracyclines classiques que sont l’efflux, la protection du ribosome ou encore la 

modification chimique [182–184]. De manière générale, l’ajout de la chaîne 9-t-butyl-glycylamide 

augmente l’affinité de la TGC au ribosome [185] améliorant ainsi son activité in vitro sur les MCR, et 

principalement M. abscessus [186]. Cet antibiotique a également montré son efficacité en clinique 

dans un usage compassionnel où le traitement standard présentait ses limites [187]. Cette étude 

rapporte une amélioration de l’état infectieux de plus de 60% des patients traités grâce à 

l’administration parentérale de TGC pendant plus d’un mois. Toutefois, si son utilisation reste limitée 

au vue de sa forte toxicité, une formulation de TGC inhalée a permis d’améliorer la posologie et 

présente une efficacité notoire dans un modèle murin d’infection pulmonaire [188]. 

D’un point de vue mécanistique, les tétracyclines inhibent la synthèse protéique. La TGC se lie de 
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Figure 18 : Liaison de la tigécycline à l’ARNr 16S du ribosome bactérien 

La TGC se lie au niveau de la sous-unité 30S du ribosome bactérien dans un poche formée par la boucle 

h34 et la boucle h31. 

A : Modèle de la carte de densité électronique du site de liaison de la TGC (vert). L’hélice h34 et h31 

sont respectivement représentées en bleu et en rose, les ions Mg2+ sont en jaune.  

B : Structure de la TGC et vue schématique d’ensemble des liaisons de cette molécule avec la poche 

de liaison de l’ARNr 16S. La chaîne 9-t-butyl-glycylamide est encadrée en bleu et ses interactions avec 

le résidu C1054 sont indiquées via les flèches cyan et violette. 

A et B provenant de Schedlbauer A, et al. 2015, [189] 
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manière réversible à différents résidus des régions hélicoïdales H31 et H34 de l’ARNr 16S de la petite 

sous-unité 30S du ribosome bactérien [189,190] (Figure 18). En particulier le substituant 9-t-butyl-

glycylamide va se lier au nucléotide C1054 de l’ARNr 16S au niveau du site de décodage, ce qui 

empêche l’entrée de l’ARNt au niveau du site A [185,189]. La liaison de la TGC entraînera donc un arrêt 

de la traduction en bloquant l’incorporation de nouveaux acides aminés au sein de la chaîne peptidique 

en cours de synthèse [190] (Figure 17). 

Bien que la TGC contourne les mécanismes de résistance classiquement déployés par M. abscessus vis-

à-vis des tétracyclines, des améliorations de ces molécules peuvent être entreprises. Ainsi, de 

nouveaux dérivés de tétracycline ont récemment vu le jour, notamment l’omadacycline qui, en dépit 

d’une activité in vitro similaire à la TGC, présente l’avantage de pouvoir être administrée oralement, 

ce qui augmente sa tolérabilité [191,192]. L’éravacycline est une tétracycline validée par la FDA au 

même titre que l’omadacycline ou la TGC qui présente une certaine efficacité in vitro sur M. abscessus 

[193] et qui pourrait s’ajouter au traitement actuel contre ce pathogène [194]. Enfin, différentes 

études ont montré une synergie entre la TGC et différents antibiotiques, tels que la rifabutine (RFB) 

[195,196]. Ces travaux soulignent l’intérêt que peut représenter cette classe de molécules, même si 

un développement reste nécessaire dans l’espoir de pouvoir les inclure définitivement dans les 

traitements contre M. abscessus. 

 

1.5. Les fluoroquinolones 

Parmi les autres antibiotiques utilisés, la MOX peut être prescrite oralement durant la longue phase 

de prolongation (Figure 13) [100]. Cet antibiotique fait partie de la classe des quinolones qui a vu le 

jour avec le développement de l’acide nalidixique en 1962 par George Y. Lesher et ses collaborateurs 

[197]. Cette molécule a rapidement été utilisée chez l’Homme pour ses propriétés antibactériennes, 

notamment dans les infections du tractus urinaire, puis a été modifiée dans un but d’amélioration 

thérapeutique. Ainsi dans les années 1970, l’ajout d’un groupement fluor a permis d’améliorer son 

efficacité antibactérienne, donnant naissance aux fluoroquinolones [198]. Depuis, de nombreux autres 

analogues ont été synthétisés, grâce à l’attrait que représente cette classe d’antibiotiques de par son 

efficacité élevée, son large spectre d’activité, ses bons paramètres pharmacocinétiques, ses 

formulations orales ou intraveineuses et ses faibles effets secondaires [198].  

Parmi ces analogues, nous pouvons citer la CIP, datant de 1983 qui reste largement prescrite 

aujourd’hui, ou la MOX, qui a vu le jour plus récemment avec un premier brevet datant de 1991. La 

MOX a été approuvée en 1999 par la FDA et reste très largement utilisée dans le cadre d’infections 

bactériennes pulmonaires. Cette fluoroquinolone de 4ème génération a montré une efficacité accrue et  
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Figure 19 : Structure et mode d’action de la moxifloxacine 

La MOX interagit et se lie à l’ADN gyrase, une enzyme impliquée dans le désenroulement de la double 

hélice d’ADN bactérien. Cette topoisomérase de type II crée des brèches simple- ou double-brins dans 

l’ADN pour permettre à l’ADN polymérase de répliquer le chromosome bactérien. En interagissant 

avec cette enzyme, la MOX vient inhiber la réplication de l’ADN et laisse des brèches au sein du 

chromosome, engendrant un effet bactéricide sur M. abscessus.  

Structure de l’ADN gyrase de M. tuberculosis dans sa forme apo provenant de Petrella S, et al. 2019, 

[199] 
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meilleure que d’autres fluoroquinolones contre M. tuberculosis, mutée ou non au sein de sa cible [200–

203]. Cependant, des travaux montrent une action de cette molécule sur une faible proportion 

d’isolats cliniques de M. abscessus in vitro [204,205], même si des études montrent une large efficacité 

dans des cas ophtalmiques de kératite [206,207]. De plus, un modèle d’infection à M. abscessus chez 

le poisson zèbre révèle une très faible activité de la MOX [208]. Toujours est-il que la MOX est entrée 

dans le traitement des infections à M. abscessus grâce à sa capacité à inhiber la réplication de l’ADN 

mycobactérien, permettant ainsi de la combiner aux autres classes d’antibiotiques. En effet, cet 

antibiotique interagit avec les topoisomérases de type II, telles que l’ADN gyrase, une enzyme 

impliquée dans la résolution de la topologie nucléique. L’ADN gyrase a pour rôle de désenrouler et 

séparer les brins de la double hélice d’ADN bactérien pour permettre à l’ADN polymérase de répliquer 

l’ADN en créant des brèches simple- ou double-brins [209]. Cette étape est donc indispensable à la 

réplication du chromosome bactérien, et donc à la multiplication bactérienne. En interagissant 

principalement avec les sous-unités a de l’ADN gyrase, la MOX vient former un complexe ternaire avec 

l’ADN et la topoisomérase qui aura pour conséquence d’inhiber la réplication du chromosome 

mycobactérien [210] (Figure 19). De plus, l’inhibition de l’action des topoisomérases va maintenir la 

présence de brèches dans l’ADN qui engendrera l’effet bactéricide des fluoroquinolones [211]. 

Malheureusement, l’utilisation accrue des fluoroquinolones chez l’Homme et l’animal a engendré un 

relargage massif de ces molécules dans l’environnement qui a exacerbé la pression de sélection sur les 

micro-organismes et a contribué à l’émergence de résistances [210]. De plus, une étude a montré un 

antagonisme dans plus de 60% des cas lorsque la MOX est associée à la CLR, ou dans plus de 40% des 

cas avec l’AZM in vitro, ex vivo et dans un modèle murin contre des isolats cliniques de M. abscessus 

subsp. abscessus [212]. Cependant, cette même étude ne montre que très peu d’antagonisme entre 

la MOX et les macrolides contre des isolats cliniques de M. abscessus subsp. massiliense. Puis, une 

observation prospective a montré une résolution de lésions cutanées causées par M. abscessus plus 

rapide avec un traitement combinant CLR et MOX, en comparaison à un traitement conjuguant AMK 

et MOX [213]. Cela met à nouveau en évidence l’importance d’adapter correctement le traitement 

antibiotique à l’isolat clinique impliqué. 

 

1.6. Nouvelles classes d’antibiotiques et alternatives 

1.6.1. Les phénazines 

La classe des phénazines, incluant particulièrement la CFZ, une riminophénazine, figure parmi les 

nouvelles classes d’antibiotiques récemment inclues dans le traitement des infections 

mycobactériennes. Cette molécule a vu le jour en Irlande dans les années 1950 grâce à l’équipe de  
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Figure 20 : Structure et mode d’action de la clofazimine 

La CFZ fonctionnerait comme une pro-drogue chez les mycobactéries en étant réduite par la protéine 

NADH:quinone oxydoréductase NDH-2 de la chaîne respiratoire. Cette molécule rentre en compétition 

avec le substrat de cette enzyme, la ménaquinone (MQ) et est ensuite oxydée par l’O2 permettant une 

production de ROS délétères pour la mycobactérie.  

La chaîne respiratoire contient la NADH déshydrogenase NDH-1 qui permet la translocation de 

protons, tandis que NDH-2 ne transfère pas de protons, mais permet, tout comme la NDH-1, de 

déshydrogéner le NADH en NAD+. La succinate déshydrogenase permet l’oxydation du succinate en 

fumarate, ainsi que la réduction de la MQ en ménaquinol (MQH2). 

Le complexe cytochrome, pompant des protons, contient les cytochromes bcc, aa3 et bd, et permet la 

réoxydation de la MQ. 

La F1F0 synthase est une ATP synthase permettant la synthèse d’ATP de par la rotation de l’anneau 

membranaire du domaine F0. Cette rotation est due au flux de protons, qui va in fine permettre de 

piéger l’ADP dans le domaine F1 qui sera ensuite phosphorylé en ATP. 

MQ, ménaquinone ; MQH2, ménaquinol ; ETC, « electron transport chain » ; ROS, « reactive oxygen 

species », CFZ, clofazimine 

Adapté de Foo CS-Y, et al. 2020, et Yano T, et al. 2011, [214,215]. 
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Vincent Barry, initialement pour son activité antituberculeuse [216]. Ce n’est qu’en 1986 que Novartis 

reçoit l’approbation de la FDA pour sa production et son utilisation contre les infections à M. leprae, 

après qu’une étude ait prouvé son efficacité en combinaison avec la RIF et la dapsone [217]. Toutefois, 

cette molécule, démontrant son activité sur M. tuberculosis est aujourd’hui utilisée dans le traitement 

des infections causées par des isolats multirésistants de ce pathogène [165,218,219] et peut entrer 

également dans la phase de prolongation des infections à M. abscessus [100,137] (Figure 13). Bien 

qu’il n’y ait pas d’évaluation franche et validée de l’activité de la CFZ en comparaison à d’autres 

antibiotiques du régime thérapeutique, cette molécule présente une très bonne activité in vitro sur 

différents isolats cliniques de M. abscessus [220]. De plus, la CFZ s’est montrée efficace dans différents 

cas cliniques, notamment des cas d’ostéomyélites de la mâchoire dues à M. abscessus [221] ou de 

péritonites infectieuses [222]. Puis l’ajout de la CFZ à un traitement antibiotique existant a permis une 

large amélioration des résultats thérapeutiques d’infections pulmonaires à M. abscessus [223]. Ces 

études illustrent la tolérance et la sûreté de cet antibactérien au sein du traitement actuellement 

utilisé, tout en apportant une valeur ajoutée dans un but d’éradication des infections persistantes. 

Cela démontre également les certaines synergies retrouvées au préalable in vitro avec d’autres 

antibiotiques tels que l’AMK, la CLR, la TGC ou encore plus récemment avec l’omadacycline 

[175,176,178,224,225]. 

Le mode d’action de la CFZ n’est pas encore entièrement élucidé, et n’a pas encore été décrit chez 

M. abscessus. Néanmoins, des études suggèrent que la CFZ fonctionne principalement comme un pro-

drogue chez M. smegmatis en étant réduite par la NADH:quinone oxydoréductase NDH-2, enzyme de 

la chaîne respiratoire bactérienne [215]. La CFZ rentre en compétition avec la ménaquinone (MQ), 

substrat de la NDH-2 chez M. tuberculosis, suggérant le même mécanisme d’action chez cette espèce 

[226]. Une oxydation spontanée par l’O2 de la CFZ réduite permet ensuite la production de ROS, 

compromettant la survie de la bactérie [215,227] (Figure 20). Ce mode d’action basé sur la production 

de ROS peut expliquer pourquoi on ne retrouve que très peu d’isolats cliniques présentant des 

résistances à la CFZ, ce qui en fait une molécule très intéressante à développer dans les traitements 

antimycobactériens. Néanmoins, des études approfondies sur son mode d’action chez M. abscessus 

demeurent nécessaires dans un objectif de compréhension et d’approbation totale de ce composé. 

 

1.6.2. Les oxazolidinones 

Connue depuis la fin des années 1970, la classe des oxazolidinones, comprend notamment le LNZ. Ce 

dernier a été synthétisé au milieu des années 1990 sous le nom de U-100766 [228] et représente le 

premier membre de la famille des oxazolidinones rapidement approuvée en 2000 [229]. Cette 
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Figure 21 : Structure et mode d’action du linézolide 

Le LNZ inhibe l’élongation de la synthèse protéique en se liant au site A de l’ARNr 23S au sein du site 

catalytique de la sous-unité ribosomale 50S, proche de la petite sous-unité 30S. La présence du LNZ 

perturbe l’arrivée de l’aminoacyl-ARNt, ce qui s’accompagne d’un arrêt de la synthèse protéique. 
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molécule présente un large spectre d’activité, avec notamment un effet sur des bactéries à Gram 

positive telles que Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus ou encore Streptococcus pyrogenes 

et Streptococcus pneumoniae [230]. L’étude originale de 1996 montre une très bonne activité in vitro 

contre M. tuberculosis avec des CMI inférieures à celles de l’INH [228]. Cette activité s’explique de par 

la présence du groupement N-aryl au centre et du groupement 5-acylaminométhyl [231] (Figure 21). 

Le LNZ présente de très bonnes propriétés pharmacocinétiques avec une bonne absorption après 

administration orale. Cet antibiotique synthétique inhibe la synthèse protéique comme de 

nombreuses autres classes d’antibiotiques. Plus particulièrement, cette inhibition est permise grâce à 

la liaison au niveau du site A proche du site catalytique de la sous-unité 50S du ribosome bactérien, à 

proximité de la petite sous-unité 30S, perturbant ainsi l’arrivée de l’aminoacyl-ARNt [232–235] 

(Figure 21). La majorité des études sur le LNZ conduites envers ce genre bactérien montrent son 

activité in vitro, et sont principalement réalisées contre M. tuberculosis. Celles-ci présentent une 

bonne activité sur des isolats cliniques [236,237] ainsi qu’un bon effet chez les patients contre des 

infections multirésistantes à M. tuberculosis malgré les effets secondaires qu’engendre ce traitement 

[238]. Néanmoins, cette molécule peut être incluse dans les traitements contre M. abscessus 

(Figure 13) due à la très bonne activité du LNZ in vitro contre des souches cliniques de M. abscessus 

[204] et à son efficacité dans différents cas cliniques [239,240]. Cela peut s’expliquer via les synergies 

existantes entre le LNZ et d’autres antibiotiques tels que l’AMK, la TGC [177] ou la CLR [241]. 

Malheureusement le LNZ ne fait pas exception en termes d’effets indésirables dans le traitement des 

infections mycobactériennes [240]. Ainsi, des analogues structuraux du LNZ, tels que le tédizolide (TDZ) 

et la pro-drogue phosphate ester associée (TDZ phosphate) ont été conçus de façon à limiter ces effets 

délétères [242–244]. Le TDZ présente une meilleure activité in vitro que le LNZ contre M. abscessus 

[245,246], avec un effet bactériostatique sur les trois sous-espèces du complexe [247]. En outre, une 

synergie est retrouvée avec des antibiotiques classiquement inclus dans le régime thérapeutique 

comme l’AMK, la CLR ou l’IMP in vitro et dans un modèle macrophagique [248,249]. Ainsi, ces études 

suggèrent que le LNZ et particulièrement le TDZ pourraient représenter des molécules avantageuses à 

inclure dans le traitement des infections particulièrement difficiles à éradiquer. 

 

1.6.3. Les diarylquinolines 

Les diarylquinolines, notamment la bédaquiline (BDQ) sont également positionnées dans les 

recommandations au traitement des infections à M. abscessus. La BDQ a vu le jour dans les années 

2000 sous le nom de R207910, ou encore TMC207, dans le cadre du traitement de la tuberculose [250]. 

La première mention de cette molécule de synthèse date de 2004 par des chercheurs de la compagnie 



 

70 

Chapitre II : Antibiothérapie et mécanismes de résistances chez M. abscessus 

 

Figure 22 : Structure et mode d’action de la bédaquiline 

La diarylquinoline de synthèse (BDQ) inhibe la synthèse métabolique d’ATP chez M. abscessus. La BDQ 

vient cibler les sous-unités c de la F0 F1 ATP synthase mycobactérienne qui va ainsi empêcher la rotation 

de l’anneau transmembranaire indispensable à la force motrice et donc au transfert de protons 

nécessaire à la synthèse d’ATP.  
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Johnson & Johnson, et un fort engouement est rapidement apparu avec les premières descriptions de 

ce composé [251–253]. La molécule s’est avérée être très efficace sur des souches multirésistantes de 

M. tuberculosis in vitro tout en présentant de bons paramètres pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques chez la souris mais aussi chez l’Homme avec une bonne absorption [251]. Ces 

données expliquent pourquoi la BDQ a été le premier antibiotique validé par la FDA depuis plus de 

40 ans dans le traitement de la tuberculose multirésistante aux antibiotiques [254]. Par la suite, sa très 

bonne activité in vitro contre de nombreux isolats cliniques du complexe M. abscessus a été montrée 

[220,255], et le repositionnement de molécules antituberculeuses représente une option intéressante 

et rapide dans le développement de molécules efficaces contre M. abscessus [256]. Ainsi, la BDQ a un 

effet bactériostatique sur M. abscessus et présente une haute efficacité dans un modèle d’infection 

de macrophages [257] ainsi que dans un modèle d’infection chez le poisson-zèbre [258]. Par ailleurs, 

une étude de cas présente l’efficacité de la BDQ dans le traitement d’une ostéomyélite causée par 

M. abscessus en association avec d’autres antimycobactériens, notamment la CFZ [259]. La BDQ 

présente un mécanisme d’action unique et différent de celui des autres antimycobactériens en 

bloquant la production d’ATP, molécule vitale et source d’énergie nécessaire à toute cellule, en ciblant 

la F0F1 ATP synthase mycobactérienne. Plus particulièrement, elle se fixe sur les sous-unités c de l’ATP 

synthase, codées par le gène atpE, qui forment l’anneau transmembranaire nécessaire au transfert de 

protons permettant la synthèse métabolique d’ATP pour la mycobactérie [253,258] (Figure 22). Enfin, 

l’ajout de la BDQ dans le régime thérapeutique contre les infections à M. abscessus est également 

attrayant de par les synergies retrouvées. Une activité synergique a été mise en évidence lorsqu’elle 

est combinée à la RFB aussi bien sur des populations bactériennes en croissance qu’en dormance [260]. 

On retrouve également une combinaison favorable in vitro entre la BDQ, les oxazolidinones tels que le 

LNZ ou le TDZ [261] ou encore avec la CFZ [262]. Enfin, des résultats contradictoires concernent l’IMP 

où certains groupes présentent une certaine synergie in vitro ou dans un modèle d’infection murin 

[263] alors que d’autres montrent un effet antagoniste [264].  

L’ensemble de ces données démontrent que la BDQ est un antibiotique intéressant à prendre en 

considération dans les traitements difficiles à M. abscessus, néanmoins des études poussées sur les 

interactions médicamenteuses et le développement d’analogues doivent être entreprises.  

 

1.6.1. Les autres classes d’antibiotiques 

Il existe d’autres classes d’antibiotiques qui apparaissent ou sont repositionnées contre M. abscessus 

et qui présentent un fort intérêt dans le traitement de ses infections persistantes. Ces antibiotiques ne 

sont pas conventionnellement inclus dans le régime thérapeutique mais pourraient se positionner 
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Figure 23 : Structure et mode d’action de la rifabutine 

La RFB, en ciblant les sous-unités ß de l’ARN polymérase, inhibe la synthèse d’ARN par cette enzyme à 

partir de l’ADN. Ainsi, la transcription de l’ADN mycobactérien est bloquée engendrant des effets 

dommageables irréversibles chez M. abscessus. 
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comme alternatives possibles lors d’un échec thérapeutique [265]. 

La RIF et ses dérivés, notamment la RFB qui, contrairement à la RIF utilisée contre M. tuberculosis, 

présente une activité sur le complexe M. abscessus [266]. Cette molécule est active in vitro sur de 

nombreux isolats cliniques [267], aussi bien dans des modèles d’infections de macrophages que dans 

des modèles murins [248,268]. De plus, la RFB exerce une activité synergique avec d’autres 

antibiotiques du régime thérapeutique classique, tels que l’IMP [159,248], la TGC ou la CLR [195]. En 

outre, la RFB est déjà approuvée par la FDA dans le traitement de la tuberculose, et peut donc 

facilement être repositionnée dans le traitement des infections à M. abscessus [269]. S’ajoutant aux 

synergies retrouvées, la RFB présente l’avantage d’un mécanisme d’action distinct de celui des autres 

classes d’antibiotiques. En effet, elle inhibe l’ARN polymérase, et plus particulièrement la sous-unité ß 

codée par le gène rpoB, engendrant un arrêt de la transcription (Figure 23). Enfin, des dérivés de RIF 

et de RFB ont été synthétisés afin de contrecarrer les mécanismes de résistance qu’a M. abscessus 

contre cette classe d’antibiotiques, notamment par la modification des groupements en C25 et 

présentent un intérêt tout particulier dans le traitement de ce pathogène opportuniste [270,271]. 

Une autre classe de molécules plus récente et de plus en plus étudiée est basée sur les inhibiteurs de 

MmpL3. Cette protéine mycobactérienne est un transporteur transmembranaire de la famille des RND 

(Resistance-Nodulation-Cell Division) et permet le transport à travers la membrane des tréhalose 

monomycolates (TMM) [272,273] (Figure 24). Ces TMM serviront de substrats à l’antigène 85 (Ag85) 

pour estérifier l’arabinogalactane (AG) ou pour la synthèse de tréhalose dimycolates (TDM) ancrés 

dans le feuillet externe de la mycomembrane (voir Chapitre III : Paroi et acides mycoliques. 2.3. 

Transport et transfert à la paroi). Le caractère essentiel de MmpL3 chez les mycobactéries, dont 

M. abscessus, en fait une très bonne cible à inhiber [274]. La première mention de cette classe 

d’antimycobactériens date de 2012 avec la mise en évidence de l’urée adamantyle AU1235 [275] qui 

présente une très bonne activité in vitro contre M. abscessus [276]. De nombreuses études s’en sont 

suivies décrivant d’autres inhibiteurs de MmpL3, qu’ils soient basés sur des criblages de molécules 

actives contre M. tuberculosis tels que le composés PIPD1, premier inhibiteur de MmpL3 décrit chez 

M. abscessus, [277,278] ou originalement synthétisés. Des familles chimiques distinctes peuvent 

inhiber ce transporteur, parmi celles-ci on retrouve de manière non exhaustive les dérivés de 

pipéridinol (PIPD1), les indoles-2-carboxamides (Composé 6 et 12, IC5 et IC25) [279,280], les 

benzimidazoles (EJMCh-6) [281] ou encore les benzothiazoles (CRS400393) (voir Discussion générale 

et Perspectives) [282,283] (Figure 25).  

Dans l’ensemble, le défi quotidien que représente le traitement antibiotique a dynamisé les études 

visant à proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment via des alternatives aux 

antibiotiques qui suscitent de plus en plus d’intérêt dans la communauté scientifique. 
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Figure 24 : Mode d’action et inhibition du transporteur MmpL3 

La protéine transmembranaire MmpL3 (Mycobacterial membrane protein Large 3) est un transporteur 

essentiel mycobactérien de la famille des RND (Resistance-Nodulation-Cell Division). Il permet le 

transport à travers la membrane plasmique des tréhalose monomycolates (TMM) qui serviront de 

substrat à l’antigène 85 (Ag85) pour estérifier l’arabinogalactane (AG), composé essentiel de la paroi 

mycobactérienne ou pour synthétiser le tréhalose dimycolate (TDM) qui sera ancré dans le feuillet 

externe de la mycomembrane. L’inhibition du transporteur MmpL3 via différentes classes de 

molécules engendre une accumulation de TMM dans le cytoplasme de la mycobactérie et l’absence 

d’acides mycoliques au niveau de l’AG étant délétère pour la bactérie. 

 

  



 

75 

Chapitre II : Antibiothérapie et mécanismes de résistances chez M. abscessus 

 

1.6.2. Les bactériophages : une alternative aux antibiotiques 

Différentes alternatives aux antibiotiques peuvent être envisagées pour contrecarrer et éradiquer les 

infections à M. abscessus en contournant les mécanismes de résistance existant. Ainsi, cet objectif 

provoque un intérêt croissant notamment autour des mycobactériophages dans le traitement 

d’infections mycobactériennes [284]. Les bactériophages sont connus sous ce nom depuis plus d’un 

siècle avec leur première dénomination par Félix d’Hérelle [285] bien que d’autres avant lui aient décrit 

ces agents comme pouvant infecter et lyser les bactéries [286]. Les bactériophages sont des virus 

ubiquitaires de l’environnement infectant spécifiquement les bactéries. On peut les classer en deux 

types : les phages lysogéniques et les phages lytiques qui se différencient selon leur cycle d’infection 

[287,288] (Figure 26). Brièvement, ce cycle consiste en une phase d’adsorption à la bactérie, suivie de 

l’injection de l’ADN phagique qui peut mener à deux voies différentes. Les phages lysogéniques, ou 

tempérés, vont venir insérer leur ADN au sein du chromosome bactérien, ou en formant un plasmide, 

ce prophage est ainsi maintenu de manière stable au sein de la bactérie jusqu’au passage en phase 

lytique qui peut être induite par un stress. A l’inverse, les phages lytiques, présentant un intérêt dans 

un usage thérapeutique, vont eux se répliquer au sein de la bactérie, engendrer la lyse bactérienne et 

ainsi libérer de nombreux virions dans l’environnement extérieur pouvant à leur tour réinfecter 

d’autres bactéries du même type [289]. 

Les bactériophages rencontrèrent un succès notoire pendant l’entre-deux-guerres, mais sont 

rapidement tombés en désuétude avec l’arrivée en force des antibiotiques au cours du 20ème siècle 

et notamment de la pénicilline [148], bien qu’ils soient encore largement utilisés dans certains pays de 

l’Est, tels que la Géorgie [290]. Néanmoins, avec l’usage massif des antibiotiques, de nombreuses 

espèces multirésistantes ont vu le jour et ont engendré des infections persistantes difficiles à traiter. 

Ainsi, l’engouement autour des bactériophages s’est intensifié récemment, pour parer au besoin 

urgent de nouvelles thérapies et contourner le développement très long et coûteux de nouvelles 

classes d’antibiotiques [66]. Les succès observés dans différents cas cliniques utilisant des phages à 

titre compassionnel pour traiter des infections à M. abscessus rendent compte de ces efforts en 

matière de phagothérapie. Une première étude datant de 2019 décrit l’utilisation d’un cocktail de trois 

mycobactériophages modifiés génétiquement en association avec des antibiotiques pour traiter une 

infection disséminée à M. abscessus subsp. massiliense chez une patiente atteinte de mucoviscidose 

[291]. Ce traitement intraveineux a permis, de résoudre l’infection sans effets secondaires notoires et 

de permettre une amélioration du tableau clinique de la patiente sans pour autant éradiquer 

M. abscessus. Cette étude princeps a ouvert la voie à d’autres traitements personnalisés et 

compassionnels de patients infectés par M. abscessus ou M. avium avec une augmentation de l’état 

de santé chez environ 50% des patients traités par phagothérapie [292]. Néanmoins, le succès du  
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Figure 25 : Structures de différents inhibiteurs de MmpL3 décrits chez M. abscessus 
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traitement phagique peut être entravé par la production d’anticorps neutralisants chez certains 

patients [293,294]. Ainsi de nombreuses études doivent encore être menées sur l’action des 

bactériophages et leur association avec d’autres antibactériens afin de mieux comprendre leur rôle et 

leur place dans la médecine personnalisée du futur. Il est néanmoins peu probable que l’utilisation 

généralisée des bactériophages puisse remplacer les antibiotiques. Cependant, son utilisation pourrait 

tout de même constituer une aide précieuse contre des infections mycobactérienne multirésistantes 

[295]. 

 

2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques chez M. abscessus 

Le traitement des infections à M. abscessus est connu pour être très difficile et fréquemment associé 

à des impasses thérapeutiques, ce qui s’explique, entre autres, par la résistance accrue de cette 

bactérie à la plupart des antibiotiques. Ces mécanismes de résistance mis en jeu sont soit des 

mécanismes innés naturellement présents, soit acquis via des mutations au sein des gènes codant les 

cibles des antibiotiques [136]. 

 

2.1. Polymorphisme génétique et mutations acquises 

Le polymorphisme génétique retrouvé chez M. abscessus peut notamment expliquer la résistance 

intrinsèque aux antituberculeux de première intention.  

Nous pouvons citer l’exemple de l’INH, antibiotique de première ligne dans le traitement de la 

tuberculose. Cette molécule inhibe l’énoyl-ACP-réductase InhA du complexe FAS-II de M. tuberculosis, 

impliquée dans la synthèse des acides mycoliques retrouvés à la paroi, grâce à sa bioactivation par la 

protéine KatG [296,297] (voir Chapitre III : Paroi et acides mycoliques, 3.2.1. Inhibiteurs indirects 

d’InhA). Or, chez M. abscessus, le gène katG diffère de celui de M. tuberculosis (74% d’identité), ce qui 

peut expliquer en quoi l’INH est totalement inopérant contre cette MNT [298]. Les enjeux causés par 

cette résistance et les limites de traitement engendrées feront notamment l’objet d’une partie des 

travaux de cette thèse. 

Un second antituberculeux de première intention, l’EMB, présente une faible activité sur M. abscessus 

contrairement à M. tuberculosis. Cet antibiotique cible les trois arabinosyltransférases EmbA, EmbB et 

EmbC impliquées dans la synthèse de l’AG et du lipoarabinomannane (LAM), tous deux des 

composants majeurs de la paroi [299–301]. La résistance intrinsèque de M. abscessus à l’EMB 

s’explique notamment par des différences ponctuelles dans la séquence d’acides aminés de la région 

ERDR (embB resistance-determining region) de la protéine EmbB entre les deux espèces. M. abscessus 
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Figure 26 : Cycle d’infection des bactériophages lytiques et lysogéniques 

Le cycle d’infection débute par l’adsorption du bactériophage à la membrane bactérienne suivie de 

l’injection de son matériel génétique. Deux voies différentes sont possibles selon la nature du phage : 

les phages lysogéniques ou tempérés, vont intégrer leur ADN au sein du génome bactérien (prophage) 

qui pourra être répliqué à chaque division bactérienne. Sous l’induction d’un stress, le génome 

phagique peut reprendre un cours lytique et grâce à l’utilisation des machineries transcriptionnelles 

et traductionnelles de la bactérie, le phage va pouvoir se multiplier activement, engendrant la lyse 

bactérienne et la libération de nombreux virions dans l’environnement extérieur, lesquels pourront 

alors infecter d’autres bactéries environnantes pour perpétuer le cycle lytique. 
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présente un résidu glutamine en position 303 à la place de l’isoleucine (I303Q) et une méthionine en 

position 304 au lieu d’une leucine (L304M), ce qui pourrait expliquer la résistance à l’EMB chez 

M. abscessus [136,302]. 

Un autre exemple de polymorphisme génétique est observé vis-à-vis de certaines fluoroquinolones. 

Des acteurs de cette classe d’antibiotiques ciblant les sous unités A et B de l’ADN gyrase (GyrA et GyrB) 

présentent une assez faible activité contre M. abscessus contrairement à d’autres pathogènes. Cela se 

traduit par les différences nucléotidiques et protéiques présentes chez M. abscessus, principalement 

au niveau de l’acide aminé 83 de GyrA, un résidu critique pour la résistance aux fluoroquinolones, où 

la sérine est remplacée par une alanine chez les espèces résistantes [303]. Au sein de GyrB, les résidus 

lysine 447 et sérine 464, sont respectivement remplacés chez les mycobactéries par une arginine et 

une asparagine. Ces éléments expliquent, du moins en partie, le niveau de résistance de M. abscessus 

aux fluoroquinolones en comparaison à Escherichia coli ou d’autres bactéries sensibles à ces composés 

[303,304].  

Des mutations chromosomiques spontanément acquises peuvent également être observées après une 

exposition à des concentrations trop faibles en antibiotiques. Par ailleurs, l’émergence de résistances 

peut également résulter d’une mauvaise observance du traitement et de la pression de sélection 

exercée par le traitement antibiotique chez certains patients. Les populations bactériennes sensibles 

vont être les premières à être éliminées tandis que les quelques bacilles résistants vont perdurer, se 

multiplier et prendre le dessus si le traitement n’est pas correctement poursuivi jusqu’à son terme. 

Cette domination de souches résistantes peut conduire à l’échec thérapeutique que l’on connaît chez 

M. abscessus.  

Concernant les macrolides (AZM et CLR), certaines mutations apparaissent au sein du gène rrl codant 

l’ARNr 23S et plus particulièrement au niveau des adénines A2058 et A2059 de la région 

peptidyltransférase du gène de l’ARNr 23S [305,306] conférant un niveau élevé de résistance aux 

macrolides [307]. Des mutations au niveau de la guanine G2659 de rrl peuvent également être 

retrouvées chez des souches résistantes au LNZ [235]. Néanmoins, dans le cas des macrolides, ces 

événements restent assez rares, car sont souvent masqués par la présence d’un autre mécanisme de 

résistance inductible aux macrolides impliquant Erm41 une « erythromycin ribosome 

methyltransferase » [43] (voir Chapitre II : Antibiothérapie et mécanismes de résistance aux 

antibiotiques chez M. abscessus, 2.3. Enzymes protégeant la cible des antibiotiques : Erm41). La 

pression de sélection va être supérieure si cette protéine n’est pas fonctionnelle pouvant entraîner 

davantage de mutations au sein de rrl, ce qui est notamment le cas chez la sous-espèce M. massiliense 

qui présente une protéine Erm41 tronquée [308]. 
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Figure 27 : Mécanisme d’hydrolyse de l’imipénème par la ß-lactamase BlaMAB 

La ß-lactamase BlaMAB de M. abscessus hydrolyse l’IMP au niveau de son noyau ß-lactame (flèche 

rouge). Le groupement méthoxy de la CFX protège cet antibiotique de l’hydrolyse par BlaMAB.  

Adapté de Zhai L, et al. 2012, [309]. 
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De nombreux experts recommandent d’utiliser l’AMK comme alternative lors d’une résistance aux 

macrolides. Néanmoins, des mutations spontanées sont également retrouvées au niveau du gène rrs, 

codant la sous-unité 16S du ribosome, cible des aminoglycosides dont l’AMK. On peut noter 

majoritairement la substitution du résidu alanine en position 1374 (A1408 selon la numérotation faite 

chez E. coli) qui engendre une importante résistance à l’AMK ainsi qu’à d’autres aminoglycosides 

[310,311]. D’autres mutations au sein du gène rrs ont également été mises en évidence, telles que les 

substitutions T1406A, A1408G, C1409T ou encore G1491T (numérotation E. coli) [136,312,313]. Ces 

résidus sont nécessaires pour la bonne liaison de l’antibiotique à l’ARNr 16S expliquant les forts taux 

de résistance retrouvés en cas de mutations à ce niveau.  

Bien que ces exemples restent les plus relatés, l’ensemble des cibles des antibiotiques peuvent 

spontanément muter engendrant une inefficacité des antibiotiques du régime thérapeutique.  

 

2.1. Enzymes modifiant / inactivant les antibiotiques 

Les mécanismes de résistance les plus courant chez M. abscessus sont en lien avec une pléthore 

d’enzymes capables de modifier ou inactiver chimiquement les antibiotiques pour les rendre 

inopérants [145]. 

2.1.1. ẞ-lactamines 

Le résistome de M. abscessus contient une seule enzyme identifiée permettant de cibler et hydrolyser 

les ß-lactamines. Celle-ci est codée par le gène MAB_2875 et représente la ß-lactamase de classe A 

BlaMAB. Cette enzyme à large spectre peut hydrolyser efficacement plusieurs membres des ß-

lactamines tels que les carbapénèmes, les pénicillines ou les céphalosporines [314]. La ß-lactamase 

BlaMAB agit sur le noyau ß-lactame de cette classe d’antibiotiques ce qui permet leur dégradation et 

une certaine résistance de M. abscessus à ceux-ci (Figure 27). Il est intéressant de noter que la CFX, 

une des ß-lactamines utilisée dans le traitement clinique de M. abscessus, n’est quasiment pas 

hydrolysée par BlaMAB ce qui justifie son utilisation actuelle [314]. Cela peut s’expliquer par le 

groupement méthoxy arborée par la CFX et qui altère la fonction d’hydrolyse de BlaMAB en bloquant 

l’acylation de l’enzyme [314,315]. De plus, cette ß-lactamase n’hydrolyse que très lentement l’IMP, 

expliquant également son efficacité certaine dans le traitement clinique de M. abscessus.  

Afin de contrecarrer l’effet des ß-lactamases telles que BlaMAB, de nombreux inhibiteurs de ces 

enzymes ont vu le jour. L’avibactam, développée par Actavis et AstraZeneca, est un inhibiteur 

réversible de BlaMAB. Son ajout in vitro permet de faire baisser les CMI de l’IMP, de la CFX et d’autres 

ß-lactamines. De plus, cette molécule permet aussi une activité supérieure de ß-lactamines au sein de 
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Figure 28 : Inactivation enzymatique de l’amikacine par l’acétyltransférase Eis2 et sa 

structure cristallographique 

Eis2 modifie directement l’AMK en transférant un groupement acétyle (vert) d’une molécule d’acétyl-

CoA sur le premier groupement amine situé en 2’ de l’AMK.  

Représentation de la forme apo de l’enzyme Eis2, sans substrat. La structure est composée de deux 

trimères superposés, chaque monomère contient 16 feuillets ß et 11 hélices a. 

Représentation in silico du docking de l’AMK au sein de la poche de liaison d’Eis2 liée à l’acétyl-CoA 

(ACO). Les résidus majeurs interagissant avec l’AMK via des liaisons hydrogènes sont : Y23, F26, R28, 

E34, N38, F117, S119, L197, R228, Q245 et D410. 

Adapté de Ung KL, et al. 2019, [316] 
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macrophages infectés, dans un modèle d’infection in vivo de poisson zèbre [317] ou encore dans un 

modèle murin d’infections pulmonaires à M. abscessus [318]. En augmentant l’efficacité des ß-

lactamines, l’avibactam ouvre la voie vers de nouvelles approches thérapeutiques associant 

antibiotiques et inhibiteurs enzymatiques, néanmoins la formulation actuelle de l’avibactam associé à 

la ceftazidime qui n’a pas d’activité contre M. abscessus ne permet pas encore son utilisation en 

clinique [319]. Ainsi, d’autres inhibiteurs des ß-lactamases ont émergés, tels que le relebactam [320], 

le vaborbactam [321], le nacubactam ou encore le zidebactam [322]. Tous montrent un effet lorsqu’ils 

sont combinés avec différentes ß-lactamines, telle que l’IMP. Enfin, il a été suggéré de remplacer l’IMP 

seul par l’association IMP-relebactam dans le régime thérapeutique actuel des infections à 

M. abscessus [319]. Ainsi, ces études démontrent qu’il est important d’envisager de nouvelles 

associations thérapeutiques pour contrer les résistances de la bactérie et d’optimiser les traitements. 

 

2.1.2. Aminoglycosides 

M. abscessus produit également des enzymes capables de modifier les aminoglycosides conférant une 

certaine résistance à l’AMK. Il existe notamment deux acétyltransférases (Eis2 -Enhanced Intracellular 

Survival 2- et AAC(2’) -Aminoglycoside 2’-Acétyltransférase-) et une phosphotransférase (APH(3’’)) 

capables de neutraliser ces molécules [145]. La modification chimique des aminoglycosides va 

empêcher la liaison à l’ARN ribosomal en diminuant leur affinité et donc entraver leur activité. 

AAC(2’) codée par le gène MAB_4395 est capable d’acétyler le groupement amine situé en position 2’ 

[323] de certains aminoglycosides, tels que la KAN B, la dibékacine, la tobramycine ou encore la 

gentamicine C [324]. Similairement, Eis2 codée par le gène MAB_4532c va venir acétyler le premier 

groupement amine de différents aminoglycosides tels que la KAN B, la capréomycine, l’hygromycine B 

ou l’AMK ce qui va augmenter la résistance à ces composés (Figure 28) [316,324]. Globalement, 

l’inactivation des gènes MAB_4395 ou MAB_4532c codant ces acétyltransférases engendre une 

sensibilité accrue de M. abscessus aux aminoglycosides, démontrant le rôle crucial de ces enzymes 

dans la résistance à cette classe de molécules [324]. 

Une autre famille d’enzymes modifiant les aminoglycosides comporte la 3’’-O-phosphotransférase 

codée par le gène MAB_2385. Parmi les douze phosphotransférases d’aminoglycosides codées par 

M. abscessus [325], la 3’’-O-phosphotransférase est responsable de la résistance à la streptomycine 

[326] tout comme son proche homologue APH(3’’)-lc chez M. fortuitum [327]. Néanmoins, d’autres 

phosphotransférases d’aminoglycosides (MAB_0163c, MAB_0313c, MAB_0327, MAB_0951, 

MAB_1020, MAB_3637c, MAB_4910c ou MAB_4395) et d’autres acétyltransférases d’aminoglycosides 

(MAB_0247c, MAB_0404c, MAB_0745, MAB_4235c, et MAB_4324c) potentielles n’ont pas encore été  
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Figure 29 : Mécanisme de résistance à la tétracycline via la monooxygénase FAD-

dépendante MabTetX 

Le gène MAB_1496c code pour la monooxygénase FAD-dépendante MabTetX permettant d’hydrolyser 

la tétracycline et certains de ses dérivés comme la doxycycline. L’expression de cette enzyme est 

régulée par le répresseur transcriptionnel MabTetXR de la famille des régulateurs TetR. Ce dernier va 

venir se lier sur la séquence d’ADN en amont de son gène MAB_1497c (opérateur) engendrant 

l’inhibition de sa propre expression et celle de MabTetX.  

La présence de tétracyclines va engendrer un changement conformationnel du répresseur permettant 

la synthèse de MabTetX qui pourra hydrolyser l’antibiotique. 
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étudiées mais leur forte homologie de séquence avec les protéines citées précédemment laissent à 

penser qu’elles peuvent également participer à la résistance contre certains aminoglycosides 

[136,145,328]. Des études biochimiques et structurales approfondies de ces enzymes modifiant les 

aminoglycosides pourraient ouvrir la voie sur le développement de nouveaux inhibiteurs spécifiques 

pouvant contourner ces mécanismes de résistance intrinsèques. 

 

2.1.3. Tétracyclines 

Bien qu’efficace contre M. tuberculosis, la famille des tétracyclines présente assez peu d’efficacité sur 

M. abscessus. En effet, ce pathogène opportuniste exprime une monooxygénase FAD (Flavine Adénine 

Dinucléotide)-dépendante, la MabTetX, codée par le gène MAB_1496c [184]. Cette enzyme permet 

d’hydrolyser la tétracycline et la DOX chez M. abscessus. De plus, la délétion du gène MAB_1496c rend 

la bactérie extrêmement sensible à ces antibiotiques, démontrant l’importance de cette protéine sur 

la résistance intrinsèque de M. abscessus. L’expression de MabTetX est régulée par le répresseur 

transcriptionnel MabTetXR codé par le gène MAB_1497c, appartenant à la superfamille des régulateurs 

TetR [184]. Ce répresseur va réprimer sa propre expression ainsi que celle de MabTetX en absence de 

son ligand, les tétracyclines, en se liant en dimères à des séquences inversées répétées (opérateurs) 

en amont de la région promotrice de l’opéron MAB_1497c/MAB_1496c (Figure 29). À l’inverse, en 

présence de tétracycline, un changement conformationnel du régulateur MabTetXR permettra la 

dissociation du répresseur au niveau de la région opératrice, permettant la levée de la répression et 

l’expression de MabTetX. La TGC, glycylcycline inclus dans le traitement de M. abscessus, est la seule 

tétracycline qui n’est pas un substrat de MabTetX et qui n’est donc pas impactée par la 

monooxygénase MabTetX. La modification structurale au niveau de la partie hydrophobe de la TGC 

désignée par le cycle D via l’ajout d’une chaîne 2-tert butylglycylamido rend incapable l’expression de 

MabTetX ce qui lui permet de résister à ce mécanisme d’inactivation enzymatique intrinsèque [184].  

 

2.1.4. Rifamycines 

La résistance intrinsèque de M. abscessus aux rifamycines telles que la RIF et la rifapentine (RFP) 

s’explique par différents mécanismes. Ces molécules sont sensibles à l’auto-oxydation intra- ou 

extracellulaire en présence d’oxygène et de cations métalliques divalents en lien avec leur motif 

hydroquinone [269,329]. À l’inverse, la RFB n’est pas sujette à l’auto-oxydation, ce qui explique son 

activité antibactérienne contre M. abscessus.  

De plus, le mécanisme principal d’inactivation réside dans la présence de l’ADP-ribosyltransférase 
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Figure 30 : Inactivation de la rifabutine par ArrMAB  

La RFB est inactivée chez M. abscessus grâce à la présence de l’ADP-ribosyltransférase ArrMAB codée 

par le gène MAB_0591. Cette enzyme catalyse la formation d’un intermédiaire ADP-ribosyl-

oxocarbénium de NAD+ ainsi que l’ADP-ribosylation sur le groupement OH positionnée en C23 de la 

RFB. 
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ArrMAB codée par le gène MAB_0591 [325,330]. La délétion génétique de ce gène chez M. abscessus 

entraîne une activité in vitro plus de 100 fois supérieure de la RIF par rapport à la souche parentale. 

L’enzyme ArrMAB catalyse l’ADP-ribosylation du groupement hydroxyle sur le C23, rendant ainsi inactive 

la RIF [269,331]. Un autre mécanisme potentiel est basé sur le fait que M. abscessus exprime des 

homologues de monooxygénases FAD-dépendantes, notamment de la famille des Rox qui inactivent 

les rifamycines chez d’autres bactéries [332]. Néanmoins, il reste à déterminer si M. abscessus possède 

réellement cette activité monooxygénase envers les rifamycines. 

Bien que la structure de la RFB permette de contourner l’auto-oxydation, cet antibiotique peut être 

ADP-ribosylé par ArrMAB comme les autres rifamycines de par la présence du même groupement en 

C23 [271,333] (Figure 30). Néanmoins, la RFB est moins efficacement modifiée par cette enzyme, 

suggérant l’importance d’autres parties de ces molécules dans la résistance. Par ailleurs, des études 

ont démontré l’intérêt du C25 des rifamycines, où des modifications au niveau de ce carbone peuvent 

augmenter son activité et protéger contre l’action d’ArrMAB, notamment grâce à de gros groupements 

carbamates [330,334,335]. Ainsi récemment, des dérivés de rifamycines ou de RFB possédant des 

groupements en C25 liés par un carbamate ont montré une résistance à la modification par ArrMAB en 

empêchant la liaison de l’enzyme à ceux-ci [271] sans pour autant être affectés dans leur liaison à l’ARN 

polymérase conférant une bonne activité antimycobactérienne [270]. 

Ces travaux montrent que la connaissance des mécanismes de résistance est primordiale afin de 

développer de nouveaux traitements capables de les contourner. 

 

2.2. Enzymes protégeant la cible des antibiotiques : Erm41  

Intrinsèquement, M. abscessus est également capable de protéger la cible des antibiotiques et ainsi 

diminuer l’affinité des composés pour celle-ci. C’est le cas avec la méthyltransférase Erm41, codée par 

le gène MAB_2297, protégeant la cible des macrolides [43]. Cette enzyme vient transférer des 

groupements méthyles sur l’ARNr 23S de la boucle du centre peptidyltransférase au niveau de la 

grande sous-unité du ribosome. Plus particulièrement, le transfert d’un ou deux méthyles provenant 

de la S-adénosyl-L-méthionine se fait sur l’adénine en position 2058, entraînant une perte d’affinité 

des macrolides pour leur cible en empêchant la mise en place de la liaison hydrogène entre le sucre 

désosamine et ce résidu, et non pas seulement chez M. abscessus (Figure 31) [336,337]. En effet, ce 

genre d’enzyme est présent chez d’autres bactéries telles que E. coli ou S. aureus [338] ou chez 

différentes mycobactéries. On retrouve, par exemple, la protéine Erm37 chez M. tuberculosis [339], 

Erm38 chez M. smegmatis [340] ou encore Erm39 chez M. fortuitum [35]. Néanmoins, certaines 

différences au sein même du complexe M. abscessus sont à noter. M. abscessus subsp. massiliense 
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Figure 31 : Méthylation de l’ARNr 23S par Erm41 

La méthyltransférase de M. abscessus Erm41, codée par le gène MAB_2297, transfère un ou deux 

groupements méthyles sur l’ARNr 23S de la boucle du centre peptidyltransférase de la grande sous-

unité du ribosome. Les groupements méthyles proviennent de la S-adénosyl-L-méthionine, et sont 

ajoutés à l’adénine A2058, cible des macrolides. Ainsi, l’azithromycine et la clarithromycine perdent 

leur activité et sont inopérants chez les souches exprimant ce mécanisme de résistance inductible. 

Erm, « erythromycin resistance methylase » ; A, adenine ; C, cytosine ; G, guanine ; U, uracile ; AZM, 

azithromycine ; CLR, clarithromycine. 
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présente une protéine Erm41 tronquée [308] et est donc sensible à l’action des macrolides si aucun 

polymorphisme dans le gène rrl n’est retrouvé (voir Chapitre II : Antibiothérapie et mécanismes de 

résistance aux antibiotiques chez M. abscessus, 2.1. Polymorphisme génétique et mutations 

acquises). Cependant, chez les espèces possédant la protéine fonctionnelle, il peut exister un 

polymorphisme du gène erm(41) étant associé à la perte de l’activité méthylase. La modification la 

plus courante consiste en la modification en cytosine du nucléotide thymine en position 28 (sequovar 

T28C), engendrant une substitution du résidu tryptophane en arginine en position 10 de la protéine 

Erm41. Cette modification entraîne la perte d’activité d’Erm41 et ainsi une sensibilité aux macrolides 

[307]. Ces enzymes Erm entraînent une résistance inductible à la classe d’antibiotiques fondamentale 

des macrolides. En effet, la présence de CLR, ou plus favorablement d’AZM, induit l’expression d’Erm41 

chez M. abscessus permettant la résistance à ces antibiotiques de première ligne [341]. Cette 

inductibilité est notamment dû, chez M. abscessus, à l’activateur de transcription WhiB7, codé par le 

gène MAB_3508c, fortement induit en présence de macrolides et conservé chez les actinomycètes 

[342,343]. Ce régulateur transcriptionnel WhiB7 est impliqué dans de nombreux autres mécanismes 

de résistance aux antibiotiques. Il peut être induit en présence de différents antibiotiques ciblant le 

ribosome, tels que les tétracyclines, les macrolides ou les aminoglycosides. L’implication de WhiB7 

dans la résistance à l’AMK a été rapportée via l’induction du gène eis2 codant une acétyltransférase 

précédemment citée [342]. Néanmoins, la résistance aux macrolides gouvernée par Erm41 n’est 

généralement pas détectée en début de traitement clinique, c’est pourquoi il est primordial de déceler 

une potentielle résistance au plus vite afin de pouvoir adapter la thérapie curative (Figure 13). 

 

2.3. Export actif via des pompes à efflux 

M. abscessus exprime également une vaste panoplie de protéines membranaires jouant le rôle de 

pompes à efflux. Ces dernières assurent le maintien de l’homéostasie de la cellule bactérienne en 

transportant une large gamme de substrats tels que des composant nécessaires à l’assemblage de la 

paroi, des facteurs de virulence ou encore des toxines. Ainsi, ces pompes à efflux peuvent également 

participer à l’export de substances exogènes tels que les antibiotiques. Parmi celles-ci, il existe chez 

les mycobactéries les transporteurs de la famille des MmpL (Mycobacterial membrane protein Large) 

[272], pouvant agir de concert avec les transporteurs MmpS (Mycobacterial membrane protein Small). 

Dans cette lignée, une certaine résistance naturelle aux dérivés du thiacétazone (TAC) est retrouvée 

[344,345]. Plus particulièrement, le TAC est une molécule précédemment utilisée contre 

M. tuberculosis, mais retirée du régime thérapeutique à cause de ses effets secondaires, notamment 

en cas d’infection par le VIH [346,347]. Le repositionnement récent de ce composé a conduit au 
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Figure 32 : Mécanisme de résistance aux dérivés du thiacétazone 

M. abscessus est capable de résister aux dérivés du thiacétazone (TAC), tels que les composés D6, D15 

et D17, à travers l’export de ces molécules dans le milieu extérieur via le système MmpS5/MmpL5. Ce 

couple est codé par les gènes MAB_4383c (mmps5) et MAB_4382c (mmpL5), tous deux régulés par un 

régulateur transcriptionnel de la famille TetR codé par le gène MAB_4384. Ce régulateur se lie en 

dimère sur la séquence nucléotidique palindromique IRS5/L5 en amont du gène MAB_4383c permettant 

la répression de l’expression des protéines d’efflux. En présence d’analogues du TAC, ces derniers 

viennent se lier au répresseur qui se détache de l’ADN et permet l’expression de MmpS5 et MmpL5 

engendrant l’efflux des molécules. 

Adapté de Halloum I, et al. 2017 et Richard M, et al. 2018,  [345,348]. 
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développement de différents analogues, dont les plus performants (D6, D15 et D17) présentent une 

activité bactériostatique vis-à-vis de M. abscessus [345]. Ces molécules sont bioactivées par EthAMAB 

codé par MAB_0985, lui-même régulé par EthRMAB, codé par MAB_0984c, qui appartient à la famille 

des régulateurs transcriptionnels TetR. Néanmoins, la sélection de mutants résistants spontanés aux 

analogues du TAC ont mis en évidence des mutations au sein du gène MAB_4384. Ce dernier code un 

répresseur TetR du système de pompes à efflux MAB_4383c/MAB_4382c, permettant l’export actif 

des analogues du TAC. Ainsi, des mutations dans MAB_4384 (notamment au niveau de l’asparagine 

N15 ou de la phénylalanine F57) ou sa délétion génétique entraînent une surexpression des protéines 

d’efflux codées par MAB_4383c et MAB_4382c conduisant à une résistance accrue à ces composés 

[345,348]. Les deux protéines codées par MAB_4383c et MAB_4382c sont homologues du système 

MmpS5/MmpL5 de M. tuberculosis connues pour permettre l’efflux de la CFZ ou encore de la BDQ 

[349]. Chez M. abscessus, le régulateur codé par MAB_4384 se lie en dimère sur la séquence 

palindromique au sein de la région IRS5/L5 en amont des gènes MAB_4383c et MAB_4382c ce qui 

permet la répression des protéines d’efflux associées [348] (Figure 32). Les analogues de TAC viennent 

lier ce répresseur, ce qui résulte, en cas de traitement, au détachement de l’ADN du répresseur et à 

une induction de l’expression du système MmpS5/MmpL5 générant un efflux important de ces 

molécules (Figure 32). 

Un système équivalent à ce dernier est également responsable de la résistance à la CFZ et la BDQ chez 

M. abscessus. En effet, à l’instar de chez M. tuberculosis, l’export de ces deux antibiotiques est 

également régulé par une protéine de la famille TetR, codée par le gène MAB_2299c [350]. Des 

mutations au sein de ce gène, ou une délétion génétique de MAB_2299c vont entraîner une 

surexpression des transporteurs membranaires codés par MAB_2300 et MAB_2301 correspondants à 

un couple MmpS/MmpL, facilitant l’efflux de la CFZ et la BDQ vers le milieu extérieur. De plus, la 

délétion supplémentaire des gènes MAB_2300 et MAB_2301 restaurent la sensibilité à ces deux 

antimycobactériens prouvant le rôle des protéines d’efflux associées dans la résistance à la CFZ et la 

BDQ [350]. D’un point de vue mécanistique, le régulateur MAB_2299c se fixe à l’ADN, sur la région 

promotrice IR2300/01 en amont des gènes MAB_2300/MAB_2301 et réprime leur expression. Ainsi, en 

présence de BDQ ou de CFZ, ces derniers se lient à TetR qui va se dissocier du promoteur permettant 

une transcription plus importante des protéines MmpS/MmpL codées par MAB_2300/MAB_2301 

(Figure 33). De plus, il a été démontré que MAB_2299c peut également se lier à une séquence 

nucléotidique en amont d’un autre système MmpS/MmpL analogue au précédent, codé par les gènes 

MAB_1134c/MAB_1135c [351]. Ce couple de gènes code pour un système d’efflux pouvant aussi 

exporter la CFZ et la BDQ à l’extérieur de la bactérie. En effet, la délétion des gènes 

MAB_1134c/MAB_1135c augmente la sensibilité aux deux agents antibactériens cités. En outre, cette 
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Figure 33 : Mécanisme de résistance à la clofazimine et la bédaquiline 

M. abscessus résiste à la clofazimine (CFZ) et la bédaquiline (BDQ) via un système d’export impliquant 

des protéines de la famille MmpL/MmpS. Les protéines impliquées sont codées par les gènes 

MAB_1134c et MAB_1135c pour le premier système d’efflux, et par les gènes MAB_2300 et MAB_2301 
pour le second système. Ces deux couples protéiques sont régulés par le régulateur transcriptionnel 

TetR codé par le gène MAB_2299c qui, en se détachant de l’ADN en présence de CFZ ou de BDQ, 

permet l’expression des protéines d’export. 
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même délétion au sein de la souche sensible délétée de MAB_2299c, MAB_2300 et MAB_2301 [350] 

exacerbe la sensibilité de ce mutant à la CFZ et la BDQ [351]. Ainsi, le répresseur MAB_2299c régule 

l’expression de deux systèmes d’efflux indispensables à la résistance de M. abscessus contre la CFZ et 

la BDQ (Figure 33). 

Le rôle des pompes à efflux a également été identifié dans la résistance au LNZ. Il a été montré que 

certains isolats cliniques résistants au LNZ présentent des niveaux transcriptionnels plus importants 

des gènes mmpL9 et lmrS (lyncomycin resistance protein of Staphylococcus aureus) [352]. Cette étude 

suggère donc une potentielle implication de transporteurs dans la résistance au LNZ, qui sera 

corroborée par une récente étude montrant un rôle du répresseur codé par MAB_4384 [235]. En effet, 

ici une fréquence élevée de mutants spontanés faiblement résistants au LNZ présentent des mutations 

au sein du gène MAB_4384 impliqué dans la régulation du système d’efflux MmpS5/MmpL5 cité plus 

haut et ayant un rôle dans la résistance aux analogues du TAC. 

D’autres études récentes ont suggéré un rôle de ces pompes à efflux dans la résistance à la CLR. Celles-

ci montrent une transcription supérieure des pompes à efflux codées par les gènes MAB_3142 et 

MAB_1409 [353] ou encore MAB_2355C, MAB_1409c ou MAB_1846 [354] chez les souches présentant 

une résistance à la CLR, sans que ces souches présentent une surexpression d’Erm41. Même si ces 

résultats ne montrent qu’une hausse des transcrits et non pas des protéines, ni de l’activité de celles-

ci, l’utilisation d’inhibiteurs de pompes à efflux (verapamil-VP-, phenylalanine-arginine ß-

naphtylamide-PAßN- ou carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone-CCCP-) réduit  les CMI de la CLR 

vis-à-vis de souches cliniques [353] suggérant un rôle de l’efflux de ce macrolide dans la résistance que 

possède M. abscessus.  

En effet, différents inhibiteurs des pompes à efflux ont vu le jour ces dernières années dans le but de 

contrecarrer cette résistance intrinsèque de M. abscessus [355]. Parmi ceux-ci on compte ceux 

précédemment cités (VP, PAßN, CCCP) mais aussi la thioridazine ou encore la tétrahydropyridine (THP). 

Le VP va, entre autres, permettre d’améliorer l’activité in vitro et ex vivo de la BDQ sur différentes 

souches cliniques du complexe M. abscessus [257,356]. La THP, et ses dérivés, régulent les pompes à 

efflux des ions calcium et peut conférer un effet additif dans le traitement de M. abscessus en 

réduisant  les CMI de l’AMK, la CIP et la CLR [357,358]. De plus, la thioridazine va favorablement réduire 

l’efflux des antibiotiques ciblant le ribosome bactérien tels que l’AMK, la CLR ou encore la TGC via la 

surexpression de gènes codant des systèmes de transport [359]. L’ensemble de ces inhibiteurs 

permettent de mieux décrypter le rôle des pompes à efflux dans la résistance intrinsèque aux 

antibiotiques de M. abscessus et ouvrent la voie à une nouvelle approches dans le traitement des 

infections mycobactériennes.  
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En conclusion, M. abscessus présente une large variété de mécanismes de résistance (Figure 34) qui 

expliquent la difficulté à traiter et éradiquer les infections à ce pathogène. L’ensemble de ces travaux 

soulignent également l’importance de développer de nouveaux antimycobactériens efficaces et 

ciblant de nouvelles voies métaboliques pour contrecarrer ces mécanismes de résistances, bien qu’une 

des résistances naturelles aux antibiotiques de ce pathogène opportuniste est conférée par les 

propriétés particulières de sa paroi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Mécanismes de résistance, innés ou acquis, à diverses classes d’antibiotiques 

chez M. abscessus 
M. abscessus contient un large panel de mécanismes de résistance aux antibiotiques expliquant la 

difficulté d’éradication des infections causées par ce pathogène en clinique. Parmi ceux-ci, il existe des 

mécanismes acquis telles que les mutations chromosomiques au sein des gènes codant les cibles de 

ces antibiotiques tels que rrl ou rrs mais aussi des mécanismes innés à la bactérie. Cette dernière 

catégorie regorge de protéines modifiant les antibiotiques tels que la ß-lactamase BlaMAB, capable 

d’hydrolyser certaines ß-lactamines comme l’IMP, la monooxygénase FAD-dépendante MabTetX 

hydrolysant les tétracyclines, l’ADP-ribosyltransférase ArrMAB qui neutralise les rifamycines. 

M. abscessus détient également des enzymes cytoplasmiques capables de modifier chimiquement les 

aminoglycosides, comprenant les acétyltransférases Eis2 et AAC(2’) ou encore la phosphotransférase 

APH(3’’). Un autre mécanisme de résistance mis en jeu consiste en la modification de la cible des 

antibiotiques, comme Erm41 capable de méthyler l’adénine A2058 de l’ARNr 23S de la grande sous-

unité ribosomale, ce qui conduit à une perte d’affinité pour les macrolides (AZM et CLR). Enfin, la 

membrane plasmique renferme une grande variété de pompes à efflux pouvant exporter des 

antibiotiques vers l’extérieur. 

STR, streptomycine ; KAN B, kanamycine B ; HYG B, hygromycine B ; AMK, amikacine ; CAP, 

capréomycine ; TOB, tobramycine ; DIB, dibékacine ; GEN C, gentamycine C ; DOX, doxycycline ; TET, 

tétracycline ; AZM, azithromycine ; CLR, clarithromycine ; RIF, rifampicine ; RFB, rifabutine ; IMP, 

imipénème ; CFX, céfoxitine ; EMB, éthambutol ; INH, isoniazide ; TAC, thiacétazone ; CFZ, clofazimine ; 

BDQ, bédaquiline ; LNZ, linézolide. 
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Figure 35 : Structure de la paroi des bactéries à Gram négative et à Gram positive 

Les bactéries à Gram négative présentent un espace périplasmique contenant le peptidoglycane 

localisé entre la membrane plasmique et la membrane externe. Cette dernière renferme des porines 

ou d’autres transporteurs spécifiques, ainsi que le lipopolysaccharide fortement immunogène. 

Les bactéries à Gram positive présentent une large couche de peptidoglycane qui surplombe la 

membrane plasmique. Au sein de cette membrane sont ancrés les acides lipotéichoïques tandis que 

les acides téichoïques sont liés au peptidoglycane. 
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1. La paroi mycobactérienne, une structure atypique 

Les mycobactéries possèdent une paroi particulière et complexe qui la distingue des autres bactéries 

et qui en fait un atout majeur dans les mécanismes de pathogénèse et de résistance aux antibiotiques. 

Généralement, les bactéries sont classées en deux grands groupes selon la composition de cette paroi 

grâce à la coloration de Gram.  

 

1.1. Paroi des Gram positive et Gram négative 

Il y a plus d’un siècle, en 1884, le docteur Hans Christian Gram a mis au point la technique de coloration 

éponyme encore utilisée aujourd’hui pour discriminer les types de bactéries [360,361]. Ainsi, les 

bactéries à Gram positive, colorées en bleu retenant le complexe cristal violet-iode se distinguent des 

bactéries à Gram négative qui adoptent une coloration rose sur frottis permise par la décoloration à 

l’éthanol suivie de la coloration à la fuschine [362,363]. Cela résulte d’une composition différente de 

leur paroi (Figure 35) qui vont, selon leurs propriétés d’hydrophobicité respectives, retenir ou non la 

coloration de Gram. Brièvement, les bactéries à Gram négative présentent une membrane interne et 

externe espacées par une fine couche de périplasme [364]. Au sein de cet espace périplasmique se 

retrouvent de nombreuses protéines ainsi que le PG formé d’unités répétées de NAM et de NAG liées 

par des liaisons peptidiques ß-1à4 permettant de maintenir la forme et l’intégrité des cellules [365]. 

La membrane externe est marquée par la présence de porines ou encore de glycolipides, dont le 

lipopolysaccharide (LPS), connu pour être une endotoxine et un facteur de virulence activant 

fortement le système immunitaire inné [366,367]. A l’inverse, les bactéries à Gram positive n’ont 

qu’une membrane interne surplombée par un large périplasme contenant de nombreuses couches de 

PG [363]. De longs polymères composés de phosphates de glycérol et de phosphates de ribitol se lient 

de manière covalente au PG (acides téichoïques), tandis que certains sont ancrés à la membrane 

interne via un diacylglycérol et traversent le PG (acides lipotéichoïques). Ces polymères représentent 

à eux deux les constituants majeurs de la paroi bactérienne à Gram positive [364] (Figure 35). 

Les membres du genre Mycobacterium se distinguent de cette classification binaire car ils présentent 

une paroi unique non colorée par la coloration de Gram. 

 

1.2. La paroi mycobactérienne 

Anciennement, les mycobactéries étaient associées aux bactéries à Gram positive de par la structure 

de leur paroi, néanmoins la distinction avec les deux autres groupes bactériens s’est faite de par  
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l’architecture de la paroi et sa composition particulière, caractérisée par sa richesse en lipides qui 

représentent environ 40% de la masse sèche de la cellule [368]. La paroi de M. abscessus présente de 

grandes similarités avec d’autres espèces mycobactériennes à croissance lente ou rapide. Ainsi, de 

l’intérieur vers l’extérieur, la paroi mycobactérienne est composée d’une membrane plasmique, d’un 

périplasme contenant le PG lié de manière covalente à l’AG qui est lui-même surplombé par la 

membrane externe ou mycomembrane. 

 

1.2.1. Membrane plasmique 

La membrane plasmique mycobactérienne est semblable à celle retrouvée chez les autres bactéries, 

et joue un réel rôle dans la physiologie cellulaire. Elle permet le transport d’électrons et de métabolites 

divers, la production d’ATP et participe au maintien de l’intégrité cellulaire. Elle est composée 

principalement de phospholipides polaires associés à des protéines, assemblés en une bicouche 

lipidique asymétrique [369]. La membrane interne contient les phospholipides typiques tels que la 

cardiolipine, le phosphatidylinositol, le phosphatidylglycérol et le phosphatidyléthanolamine 

[368,370]. Au sein de celle-ci, et principalement dans le feuillet externe plus épais, sont ancrés 

différents glycoconjugués [371] (Figure 36), dont les phosphatidyl-myo-inositol-mannosides (PIM)  ou 

les lipoglycanes tels que le lipomannane (LM) et le LAM. Les PIM sont les phospholipides majoritaires 

de la membrane interne en représentant plus de 40% de la masse lipidique de cette structure [370]. 

Ils sont formés d’une base phosphatidyl-myo-inositol contenant d’un à six résidus mannoses et jusqu’à 

quatre chaînes acyles (Ac1-4PIM1-6) [372]. Ces derniers se retrouvent également à la surface 

mycobactérienne et servent de base lipidique à la formation du LM et du LAM par l’ajout successif de 

groupement mannoses et arabinoses [372,373]. L’ensemble de ces glycolipides joue un rôle important 

dans l’intégrité de la membrane interne et dans la perméabilité de l’enveloppe bactérienne [374–376]. 

Chez M. abscessus, la structure des PIM, LAM et LM diffèrent légèrement des autres espèces 

mycobactériennes, avec une taille supérieure et un squelette mannane du LM et du LAM présentant 

une ramification différente leur apportant une certaine plus-value dans la virulence et la survie 

intracellulaire. Des substitutions au sein du LAM telles que des groupements succinyles ou acétyles, 

ainsi qu’un groupement méthyle sur l’un des résidus mannosyle des PIM ont également été mis en 

évidence [377]. De plus, les mycobactéries, y compris M. abscessus, sont capables de modifier la 

structure des PIM en réponse à l’environnement. En effet, il a été montré qu’en présence d’un stress 

engendrant une fluidification membranaire importante, une chaîne acyle s’ajoute au groupement 

inositol des PIM, naturellement tri-acylés, afin de maintenir l’intégrité de la membrane plasmique et 

de faire face aux changements environnementaux [378]. Enfin, la membrane interne des  
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Figure 36 : Représentation schématique de la paroi mycobactérienne de M. abscessus 

La paroi mycobactérienne est une structure multicouches riche et complexe se composant d’une 

membrane plasmique, d’un périplasme surplombé par le peptidoglycane auquel vient se lier de 

manière covalente l’arabinogalactane. Ce dernier est estérifié par les acides mycoliques formant le 

feuillet interne de la mycomembrane qui contient en sa partie externe de nombreux lipides et 

glycolipides. La membrane plasmique est composée de phospholipides et contient des phosphatidyl-

myo-inositol-mannosides (PIM), du lipomannane (LM), du lipoarabinomannane (LAM), ou encore des 

transporteurs de la famille des MmpL (Mycobacterial membrane protein Large) et des complexes 

protéiques impliqués dans la sécrétion. Le peptidoglycane est composé d’acide N-glycolyl 

muramiques, d’acide N-acétyl muramiques et de N-acétyl glucosamines. Les chaînes peptidiques 

latérales du peptidoglycane sont réticulées par les D,D-transpeptidases (DDT) et L,D-transpeptidases 

(LDT). Associé au PG, l’arabinogalactane est lui-même estérifié par les chaines d’acides mycoliques qui 

composent le feuillet interne de la mycomembrane. Le feuillet externe de cette mycomembrane 

contient une grande diversité de lipides « libres » tels que les glycopeptidolipides (GPLs), les tréhalose 

monomycolates (TMM), les tréhaloses dimycolates (TDM), les diacyl-tréhaloses (DAT), les tréhaloses 

polyphléates (TPP), ainsi que des glycolipides ou lipoglycanes présents également dans la membrane 

plasmique, tels que les PIM, le LM et le LAM.  
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mycobactéries contient de nombreuses protéines jouant le rôle de pompes à efflux, incluant 

notamment les transporteurs lipidiques de la famille MmpL/MmpS permettant de maintenir 

l’homéostasie et le bon assemblage de la paroi [272], ainsi que divers systèmes de sécrétion de type 

VII exportant de nombreux protéines effectrices [5,379]. 

 

1.2.2. Périplasme, peptidoglycane et arabinogalactane 

L’espace périplasmique ceinturant  la membrane plasmique, est défini comme une couche granulaire 

de faible densité et est délimité en sa périphérie par le PG, lui-même lié de manière covalente à l’AG 

[371] (Figure 36). Ce PG est composé d’une base glycannique d’unités alternées de NAG et de NAM 

reliées entre elles par des liaisons ß-1à4 et de courtes chaînes latérales peptidiques [380]. 

Contrairement aux autres bactéries, chez les mycobactéries les acides muramiques peuvent être N-

acétylés (NAM) ou bien N-glycosylés lorsque la fonction N-acétyl est oxydée pour former de l’acide N-

glycolylmuramique (NGM) [381,382]. Les chaînes peptidiques latérales de L-Alaninyl-D-isoGlutaminyl-

meso-diaminopimelyl-D-alanyl-D-Alanine sur le NAM sont réticulées entre-elles à plus de 70% [152]. 

Cette réticulation du PG est catalysée par les DDTs et principalement par les LDTs chez M. abscessus, 

formant respectivement des liaisons 4à3 et 3à3 [153] (Figure 15). La structure globale du PG permet, 

via une certaine rigidité, de maintenir l’intégrité et la forme de la cellule mycobactérienne et de résister 

à la pression osmotique [380,383]. De plus, les modifications N-glycolyl sur les acides muramiques 

pourraient exercer un effet de renforcement de la structure et potentiellement de protection contre 

la dégradation due au lysozyme et aux ß-lactamines [382]. Les résidus NGM du PG sont reliés de 

manière covalente à l’AG par une liaison phosphodiester entre le domaine galactane de l’AG et environ 

10% des NGM [384]. L’AG est un hétéropolysaccharide hautement ramifié composé de D-

galactofuranosyl et D-arabinofuranosyl [380]. La partie galactane contient une trentaine de molécules 

de D-galactofuranosyl alternativement liées par des liaisons ß(1à5) et ß(1à6) [385,386]. A ces unités 

D-galactofuranosyls ß(1à6) se lient trois tricosamères (23 résidus) de D-arabinofuranosyls, en 

particulier aux groupement hydroxy en C5 des unités positionnées en 8, 10 et 12 de la chaîne galactane 

[383]. Cette couche d’AG permet de faire le lien entre le PG et la mycomembrane externe via les acides 

mycoliques, qui sont caractéristiques des mycobactéries (Figure 36). 

 

1.2.3. La mycomembrane 

La structure la plus externe de la paroi, définie sous le terme de mycomembrane, est caractérisée par 

sa haute teneur en acides mycoliques composant le feuillet interne de celle-ci. Les acides mycoliques,  
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définis comme de longues chaînes d’acides gras a-alkyl ß-hydroxy de 60 à 90 atomes de carbone (voir 

Chapitre III : Paroi et acides mycoliques, 2. Les acides mycoliques) estérifient les D-arabinofuranosyls 

terminaux de l’AG [387,388]. Le feuillet externe de la mycomembrane consiste  en une riche variété 

de lipides et de glycolipides libres non liés de manière covalente [368]. Parmi les lipides et lipoglycanes 

de la mycomembrane de M. abscessus, on retrouve des PIM, du LAM, du LM, des lipides dérivés du 

tréhalose (TMM, TDM, des tréhalose-polyphléates -TPP-, et les précurseurs de ces derniers les 2,3 

diacyl tréhaloses -DAT-) ou encore des GPLs [389,390]. Certains de ces lipides sont communs au genre 

Mycobacterium tels que les TMM ou les TDM, tandis que d’autres sont restreints à certaines espèces 

à l’instar des GPLs produits par M. abscessus, M. fortuitum ou encore M. avium et non pas par 

M. tuberculosis [391,392]. Ces lipides de surface ont notamment un rôle dans la modulation de 

l’immunité de l’hôte [393]. En effet, les PIM interfèrent avec la maturation du phagosome et stimulent 

la fusion avec les endosomes précoces pour avoir accès aux nutriments nécessaires à la survie intra-

phagosomale [394]. Nous savons, de surcroît, que les PIM sont des agonistes des TLR-2 [55], entraînant 

une forte réponse pro-inflammatoire TNF-a. Ces activateurs de l’immunité sont, chez le variant S de 

M. abscessus, masqués par les GPLs ayant un rôle dans sa morphologie mais également dans sa 

virulence [38]. La modulation des niveaux de GPLs à la surface entraîne la transition du morphotype S 

vers le morphotype R associé à une hypervirulence, une hydrophobicité accrue et une agrégation des 

bacilles sous la forme de « cordes », ce qui altère le contrôle de l’infection par les cellules immunitaires 

[53]. S’ajoutant aux PIM, le LM et le LAM exposés à la surface constituent également des antigènes 

initiant la réponse immunitaire chez l’Homme. Les différentes structures chimiques de ces 

glycoconjugués interagissent avec des récepteurs du système immunitaire tels que les TLR ou encore 

les lectines de type C [395]. Enfin, l’ensemble de ces lipides externes participent à la très faible 

perméabilité, et à l’hydrophobicité de la paroi mycobactérienne jouant un rôle de barrière naturelle à 

la pénétration de certains antibiotiques [396]. En outre, ces lipides sont impliqués dans les 

phénomènes de « cording » et de formation de biofilms qui contribuent à la résistance intrinsèque des 

mycobactéries à divers agents antimicrobiens. 

 

2. Les acides mycoliques 

2.1. Description, structure et propriétés 

Les acides mycoliques sont des composés essentiels et représentent plus de 60% du contenu de la 

paroi mycobactérienne et 50% de sa masse sèche [396]. Ils se retrouvent sous trois formes chez les 

mycobactéries : libres, liés au tréhalose (TMM et TDM) ou encore estérifiés sur les unités terminales 
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Figure 37 : Structure générale des acides mycoliques 
Cette représentation est basée sur les acides mycoliques de type a chez M. tuberculosis.  

La branche a (ou R1) est représentée en orange tandis que la longue chaîne d’acide méromycolique 

(ou R2) est surlignée en rouge. Le motif mycolique est encadré, et met en évidence le caractère a-

ramifié et ß-hydroxylé de ces acides gras. P, site proximal ; D, site distal. 

 

 

 

Figure 38 : Acides mycoliques de M. tuberculosis 
M. tuberculosis synthétise trois classes d’acides mycoliques. Les acides mycoliques a représentent 

l’espèce majoritaire et présentent deux cycles cyclopropanes situés en position proximale et distale de 

la chaîne méromycolique. Les mycolates methoxy portent un groupement oxygéné (en cis ou en trans), 

ainsi que des branchements méthyles et un cyclopropane. Enfin, les acides mycoliques keto présentent 

un groupement cétone (en cis ou en trans) ainsi qu’un cycle cyclopropane et des méthyles. 
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de l’AG [387,388]. Ces acides gras a-ramifiés et ß-hydroxylés à très longues chaînes carbonées ont été 

désignés sous le nom d’acides mycoliques pour la première fois en 1938 [397] et structurellement 

décrits en 1950 [398]. Ils affichent une très grande variabilité structurale parmi les espèces 

mycobactériennes et jouent un rôle majeur dans l’architecture et l’imperméabilité de la paroi, la 

résistance aux lésions chimiques, la déshydratation, ou encore la virulence [399,400]. 

Structurellement, ces acides mycoliques se composent d’une courte chaîne alkyl (branche a) de 24 à 

26 carbones en position a du groupe acide carboxylique et d’une chaîne méroaldéhyde, en position ß 

(chaîne méromycolique), plus longue et constituée de 42 à 62 atomes de carbone selon l’espèce [387] 

(Figure 37). La variabilité entre les classes d’acides mycoliques est définie par trois caractéristiques, la 

longueur de la chaîne a et de la chaîne méromycolique ainsi que de la position des différents 

groupements chimiques. Ces groupes fonctionnels se positionnent principalement à deux endroits de 

la chaîne méromycolique, au niveau du site proximal proche de l’acide ß-hydroxylé ou au niveau du 

site distal situé plus à l’extrémité de cette chaîne [399,401] (Figure 37).  

Chez M. tuberculosis, trois types d’acides mycoliques sont décrits, en majorité les acides mycoliques a 

présentant deux cycles cis-cyclopropanes, ainsi que les mycolates methoxy portant un groupement 

oxygéné du même nom (cis ou trans) et les acides mycoliques keto avec un groupement cétone (cis ou 

trans), tous deux portant un cycle cyclopropane en position proximale et des branches méthyles 

(Figure 38) [399]. Chaque espèce de mycolates présente des propriétés cruciales pour la physiologie 

de la bactérie en fonction des groupements associés. De manière générale, les acides mycoliques a 

jouent un rôle dans la structure et la stabilité de la paroi. Les fonctions localisées en position proximale 

sont responsables du maintien de la viscosité de la paroi, par exemple les insaturations trans 

proximales et la cyclopropanation proximale entraînent une baisse de la fluidité, rendant la chaîne 

méromycolique plus rigide [401,402]. A l’inverse, les insaturations cis et les groupements méthyles en 

position distale perturbent l’empaquetage local des acides mycoliques ce qui permet aux lipides 

extractibles d’intercaler leurs chaines acyles [396]. De plus, l’ajout d’un cycle cyclopropane en position 

distale permet une meilleure résistance au stress oxydatif expliquant, en partie, la persistance 

intramacrophagique de M. tuberculosis [403]. L’ensemble de ces mycolates cyclopropanés présentent 

un rôle crucial dans la pathogénicité et la virulence dans un modèle murin. En effet, la perte totale 

d’acides mycoliques cyclopropanés confère une atténuation sévère lors de l’infection in vivo [404]. 

Puis, la délétion du gène pcaA chez M. tuberculosis, entraînant un défaut de cis-cyclopropanation 

proximale des mycolates a, cause une défaillance de virulence in vivo notamment par l’incapacité à 

former des cordes, phénomène largement impliqué dans la physiopathologie mycobactérienne [405]. 

Les acides mycoliques extractibles ont également leur rôle dans la pathogenèse et la virulence 

mycobactérienne de par leur rôle immunostimulant. En effet, il a été montré que les TDM sont 
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Figure 39 : Acides mycoliques de M. abscessus 
M. abscessus synthétise trois types d’acides mycoliques a avec une insaturation cis en position 

proximale et une insaturation cis ou trans en position distale ou un groupement cyclopropane au 

niveau distal de la chaîne méromycolique. Une chaîne d’acide méromycolique plus courte avec une 

insaturation cis caractérise les acides mycoliques de type a’. 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Structure des acides mycoliques époxy 
Les acides mycoliques époxy, retrouvés notamment chez M. fortuitum ou encore M. smegmatis 

présentent une insaturation proximale, ainsi qu’un groupement époxyde avec un méthyle adjacent en 

position distale. 
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reconnus par les lectines de type C Mincle qui engendrent, avec le segment transmembranaire du 

récepteur Fcg, une large production de cytokines proinflammatoires tels que le TNF, l’IL-1ß et l’IL-6, 

permettant le recrutement de cellules immunitaires via une inflammation de type M1 médiée par les 

macrophages et la formation de granulomes in vivo [406,407]. Les acides mycoliques methoxy activent 

également l’immunité et notamment les lymphocytes T en se liant à la protéine présentatrice 

d’antigène CD1b présente sur les cellules immunitaires innées [408,409]. Enfin, les groupements 

oxygénés vont, de la même manière, être essentiels à la virulence de M. tuberculosis. Ces derniers ont 

un rôle dans la croissance intracellulaire [410] et la virulence in vivo dans un modèle murin [411]. En 

outre, l’oxygénation du groupe distal des mycolates methoxy et keto intervient dans l’induction de la 

réponse inflammatoire tandis que les mycolates a ne provoquent pas d’inflammation [412]. En plus 

des différences dans les groupements fonctionnels, les acides mycoliques peuvent adopter des 

conformations variées (huit différentes) selon la courbure de leurs chaînes dépendante de 

l’arrangement des extrémités ou des différents groupements fonctionnels [413]. Une certaine 

adaptabilité de conformation est d’ailleurs possible en réponse à la pression, ou la température 

ambiante. Cet empaquetage divergent est un des facteurs majeurs qui déterminera l’épaisseur, la 

densité, la résistance ou encore la perméabilité de la mycomembrane avec des stabilités plus ou moins 

grande pour chaque conformation. Il a notamment été montré que la présence d’un cycle trans-

cyclopropane va préférablement stabiliser les mycolates keto et methoxy en comparaison aux 

groupement cis-cyclopropanes [414]. De plus, la présence des composants oxygénés stabilise certaines 

conformations plus stables des acides mycoliques a, et pourrait favoriser une mycomembrane 

nettement plus résistante et imperméable aux molécules externes [413]. 

M. abscessus synthétise des acides mycoliques a et des espèces comprenant une chaîne 

méromycolique plus courte, nommés a’ qui présentent une double liaison cis au niveau de la chaîne 

méromycolique [344,399] (Figure 39). Les mycolates a, contenant de 76 à 80 atomes de carbones, 

sont les espèces les plus abondantes chez M. abscessus. Cette espèce présente une gamme de trois 

types d’acides mycoliques a comprenant exclusivement des doubles liaisons cis en position proximale, 

tandis que la position distale peut présenter une insaturation cis, trans ou alors, en plus faible 

proportion, un cycle cis-cyclopropane [344] (Figure 39). En outre, la synthèse des acides mycoliques a’ 

de 62 ou 64 atomes de carbone est permise par le seul gène MAB_1915. En effet, l’introduction du 

gène orthologue MSMEG_4301 dans la souche Pasteur 1173 de M. bovis BCG a permis l’expression de 

mycolates a’ non produits naturellement par cette espèce [415]. Ces données montrent ainsi que le 

produit de ce gène exerce une action enzymatique qui entre en jeu dans l’étape de condensation entre 

les courtes chaînes acyles a et les chaînes méromycoliques chez les espèces mycobactériennes [416]. 
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Enfin, nous savons que M. abscessus est capable de former des biofilms in vitro et chez les patients 

infectés, qui viennent renforcer la résistance intrinsèque de ce pathogène. Une étude récente a 

montré une régulation différentielle de gènes impliqués dans la synthèse des acides mycoliques 

lorsque M. abscessus est dans cette conformation communautaire [51]. On retrouve notamment une 

surexpression de gènes impliqués dans l’élongation et la modification de la chaîne méromycolique, 

tels que MAB_2030 et MAB_2028 codant les protéines KasA/B impliquées dans l’élongation ; le gène 

MAB_2032 codant une réductase ; MAB_3354 ayant un potentiel rôle de désaturase et MAB_3455c 

codant un acyl-CoA thiolase putative. Le contenu des biofilms présente davantage de mycolates libres 

ainsi que d’acides mycoliques plus longs avec probablement une augmentation de la cyclopropanation 

en comparaison à ceux retrouvés dans un état planctonique [51].  

A l’instar de M. abscessus, M. fortuitum présente des acides mycoliques a et des quantités variables 

d’espèces a’ plus courtes, mais aussi des acides mycoliques oxygénés de type époxy [399,417]. Ces 

derniers présentent, sur leur chaine méromycolique, une insaturation au niveau proximal ainsi qu’un 

groupement époxyde trans à la position distale avec une branche méthyle adjacente [418] (Figure 40). 

La composition en acides mycoliques de M. fortuitum est comparable à celle retrouvée chez la souche 

non-pathogène M. smegmatis bien que cette dernière contienne plus de mycolates a’ [419].  

La biosynthèse des acides mycoliques nécessite de nombreuses étapes impliquant diverses enzymes 

décrites ci-dessous. Cette synthèse se fait en trois grandes étapes clés : 1) la synthèse et l’élongation 

des chaînes a et méromycoliques ; 2) l’insertion des diverses modifications au niveau de la chaîne 

méromycolique donnant la signature au mycolate ; 3) l’activation et la condensation de ces deux 

chaînes d’acides gras précédant l’élaboration du motif mycolique. Cette synthèse met en jeu les 

systèmes FAS (« Fatty Acid Synthase ») qui, à chaque cycle, ajouteront deux atomes de carbone 

apportés par un malonyl-CoA. 

La grande diversité et l’implication des acides mycoliques à différents niveaux en font une cible 

thérapeutique de choix. Plus particulièrement, le ciblage des multiples enzymes impliquées dans la 

synthèse des acides mycoliques présente une certaine attractivité du fait de leur spécificité et absence 

chez les mammifères. 

 

2.2. Voie de synthèse des acides mycoliques 

2.2.1. Synthèse de malonyl-CoA et carboxyacyl-CoA 

Le malonyl-CoA est un substrat universel chez les mycobactéries et essentiel à la synthèse des acides 

mycoliques et autres acides gras venant s’incorporer à la chaîne acyle en cours de synthèse durant les  
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Figure 41 : Synthèse de malonyl-CoA à partir d’acétyl-CoA 

La carboxylation d’une molécule d’acétyl-CoA est catalysée par un complexe acyl-CoA carboxylase 

subdivisé en trois sous-parties, a, ß et e. La sous-unité a (vert) est responsable de la carboxylation de 

la biotine grâce à son activité biotine carboxylase (BC). Cette carboxybiotine est ensuite transférée à 

une molécule d’acétyl-CoA via l’activité carboxy transférase (CT) de la sous-unité ß (bleu) du complexe. 

La sous-unité e (orange) permet de réguler positivement l’activité du complexe acyl-CoA carboxylase. 
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cycles itératifs impliquant les systèmes FAS. Il est généré à partir de la carboxylation d’une molécule 

d’acétyl-CoA catalysée par un complexe acétyl-CoA carboxylase [420]. Chez les mycobactéries, ces 

complexes enzymatiques ayant une large diversité de substrats sont appelés acyl-CoA carboxylases 

(ACC) et permettent les deux demi-réactions nécessaires à l’étape de carboxylation. Elle consiste, dans 

un premier temps, à la carboxylation ATP-dépendante de la biotine par le domaine biotine carboxylase 

(BC) ou sous-unité a. Cette étape est suivie, dans un second temps, par le transfert du groupement 

carboxyle (de la carboxybiotine) à la molécule d’acétyl-CoA par la sous-unité ß ou carboxyltransférase 

(CT). De plus, ces ACC contiennent une sous-unité e modulant positivement l’activité du complexe 

[421–424] (Figure 41). Chaque sous-unité catalytique est codée par un gène distinct [425]. Chez 

M. tuberculosis, trois gènes codent la sous-unité a (accA1, accA2 et accA3), six gènes codent la sous-

unité ß (accD1, accD2, accD3, accD4, accD5 et accD6) et le gène accE5 (Rv3281) code la sous-unité e 

[387,425]. L’association de trois types de sous-unités va donner la spécificité au complexe, notamment 

via les sous-unités ß. Il a été montré chez M. tuberculosis que la protéine AccA3 forme des complexes 

fonctionnels d’ACC avec AccE associée aux trois protéines essentielles pour la synthèse d’acides gras, 

AccD4, AccD5 ou AccD6 [426]. AccA3 permet de fournir la biotine carboxylée aux trois protéines AccD 

essentielles [427]. L’enzyme essentielle AccD6 va permettre la biosynthèse des acides mycoliques, et 

plus particulièrement la néosynthèse de malonyl-CoA (à partir -préférentiellement- d’acétyl-CoA ou 

encore de propionyl-CoA) qui va constituer la base du fonctionnement du système FAS II [426,428–

430]. Le remplacement par l’AccD5 dans le complexe va permettre de générer du méthylmalonyl-CoA 

nécessaire à l’élongation de substrats lipidiques méthylés préférablement à partir de propionyl-CoA 

[422,423,431,432]. Tandis que l’AccD4 va être responsable de la carboxylation des acyl-CoA C24-26 

produit par FAS I, donnant lieu aux carboxyacyl-CoAs entrant en jeu dans l’étape de condensation 

mycolique entre les deux chaînes (a et méromycolique) des acides mycoliques [426,431,433] (voir 

Chapitre III : Paroi et acides mycoliques, 2.2.4. Modifications, activations et condensation des chaînes 

d’acides mycoliques).  

 

2.2.2. FAS I 

La biosynthèse des acides gras, et notamment des acides mycoliques implique des étapes successives 

et cycliques intégrant les systèmes de types FAS avec en premier lieu le système FAS I. Ce polypeptide 

multifonctionnel est initialement retrouvé chez les champignons et les eucaryotes supérieurs, mais est 

également présent chez les actinomycètes tels que les mycobactéries [434,435]. Ce dernier codé par 

le gène Rv2524c chez M. tuberculosis, contrairement au complexe FAS II des procaryotes, est capable 

d’une synthèse de novo d’acides gras à partir du malonyl-CoA précédemment synthétisé et a été 
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Figure 42 : Organisation du système multifonctionnel FAS I 

L’enzyme FAS I présente sept domaines distincts aboutissant à la synthèse de novo d’acyl-CoAs à partir 

de malonyl-CoA. Les sept domaines de cette enzyme sont organisés ainsi : acyltransférase (AT), 2-

trans-énoyl réductase (ER), déshydratase (DH), malonyl/palmitoyl transférase (MPT), « acyl carrier 

protein » (ACP), ß-ketoacyl réductase (KR) et ß-ketoacyl synthase (KS).  

Adapté de Elad N, et al. 2018, [436] 
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montré comme essentiel chez M. smegmatis [437] et potentiellement chez M. tuberculosis [438]. 

L’enzyme FAS I a une structure complexe et présente sept domaines distincts [436,439]. Ces derniers, 

organisés dans un ordre précis, sont les suivants : acyltransférase, 2-trans-énoyl réductase, 

déshydratase, malonyl/palmitoyl transférase, « acyl carrier protein » (ACP) ou protéine porteuse 

d’acyl, ß-ketoacyl réductase et ß-ketoacyl synthase [439] (Figure 42). Cette enzyme multifonctionnelle 

va générer des intermédiaires qui resteront liés à l’enzyme et qui subiront une transacylation vers les 

autres domaines catalytiques de FAS I [401]. Grâce à cela, les mycobactéries sont capables d’une 

synthèse bimodale d’acyl-CoAs [434,437]. En effet, bien que les acyl-CoAs C16-18 soient synthétisés en 

majorité, le système FAS I peut également entraîner leur élongation en acyl-CoAs C24-26 constituant la 

chaîne a des acides mycoliques suite à la carboxylation par un complexe ACC [440,441]. Enfin, les acyl-

CoAs C16-18 sont utilisés pour la synthèse des phospholipides membranaires, mais représentent 

également les substrats du complexe FAS II nécessaires à la synthèse et l’élongation de la chaîne 

méromycolique. 

 

2.2.3. FAS II 

Le système FAS II, incapable de synthèse d’acides gras de novo, a pour rôle l’élongation des acyl-CoAs 

C16-18 résultant de FAS I en acyl-ACPs C40-60. Il est composé d’enzymes monofonctionnelles distinctes 

agissant toutes sur un substrat malonyl porté par une protéine ACP, plus particulièrement nommée 

AcpM et codée par le gène Rv2244 chez M. tuberculosis [442]. La protéine AcpM transfère les 

intermédiaires de la chaîne acyle à chaque enzyme de FAS II [443] et sa forme active, ou holo-ACP, est 

4’-phosphopantéthénylée sur le résidu sérine 41 conservé par l’action de la phosphopantéthényl 

transférase PptT [444,445]. AcpM va être transacylée avec une molécule de malonyl-CoA grâce à 

l’action catalytique de la transacylase de malonyl-CoA-ACP FabD, codée par le gène Rv2243 chez 

M. tuberculosis, permettant la synthèse de malonyl-ACP, unité d’élongation et substrat de FAS II [446]. 

Chaque cycle permet d’introduire 2 atomes de carbone à la chaîne acyl en cours d’élongation et 

comporte quatre étapes menées par quatre enzymes distinctes et essentielles (Figure 43). Dans un 

premier temps, une première étape de pivot entre FAS I et FAS II consiste en la réaction de 

condensation de Claisen entre les acyl-CoAs C16-18 et le malonyl-ACP grâce à la ß-ketoacyl ACP synthase 

de type III FabH et permet la formation de ß-ketoacyl-ACPs [447]. Ensuite, la première étape du cycle 

répétitif réside en la réduction du dérivé ß-ketoacyl-ACP en ß-hydroxyacyl-ACP par la ß-ketoacyl-ACP 

réductase NADPH-dépendante MabA [448]. Cette enzyme codée par le gène Rv1483 chez 

M. tuberculosis et MAB_2723c chez M. abscessus présente une spécificité pour les substrats à longue 

chaîne C8-20. MabA s’organise spontanément en tétramère et renferme une poche de liaison largement  
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Figure 43 : Voie de biosynthèse des acides mycoliques chez les mycobactéries 
Schéma basé sur la voie de synthèse des acides mycoliques chez M. tuberculosis. Celle-ci débute par 

la synthèse de novo d’acides gras par le complexe FAS I, à partir d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA, 

aboutissant à la formation d’acyl-CoAs C24-26 (future branche a) et d’acyl-CoAs C16-18. Ces derniers, 

après condensation avec le malonyl-ACP par FabH pour donner les ß-ketoacyl-ACP, entreront dans le 

complexe FAS II d’élongation. Cette étape d’élongation comprend de nombreux cycles itératifs 

comprenant quatre enzymes monofonctionnelles, chacune ayant un rôle particulier. MabA permet de 

réduire les ß-ketoacyl-ACP en ß-hydroxyacyl-ACP qui seront ensuite déshydratés en trans-2-enoyl-ACP 

par HadAB et HadBC. Les produits de cette déshydratation seront réduits par la protéine InhA donnant 

lieu aux acyl-ACPs qui reprendront le cycle d’élongation en étant pris en charge par KasA ou KasB pour 

être condensés avec une molécule de malonyl-ACP. Lorsque l’élongation arrive à son terme les acyl-

ACPs (future chaîne méromycolique) vont subir diverses modifications ou ajout de groupements 

conférant la signature des acides mycoliques finaux. Après activation de chacune des deux branches, 

leur condensation par la protéine Pks13 permet la production d’a-alkyl-ß-ketoesters. Enfin la 

réductase CmrA permet la production d’acides mycoliques matures liés au tréhalose pour former les 

tréhalose monomycolates (TMM). Ces produits, transportés par MmpL3, seront ensuite transférés à la 

mycomembrane par l’Ag85 pour former une molécule de tréhalose dimycolate (TDM) ou être estérifiés 

à l’arabinogalactane (AG). 
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hydrophobe [449,450]. De plus, il a été montré que M. tuberculosis est capable de réguler la 

biosynthèse des acides mycoliques à travers des modifications post-traductionnelles de MabA. Plus 

particulièrement, la phosphorylation de trois thréonines (T21, T114 et préférentiellement T191) par la 

sérine/thréonine kinase PknB diminue  l’activité ß-ketoacyl-ACP réductase de MabA, notamment via 

une altération de la liaison du cofacteur NADPH [451].  

Les ß-hydroxyacyl-ACP résultant de l’étape précédente vont ensuite être pris en charge par les deux 

hétérodimères de ß-hydroxyacyl-ACP déshydratases HadAB/HadBC codés par le cluster essentiel de 

gènes Rv0635-Rv0636-Rv0637. Ce complexe catalyse la déshydratation aboutissant à la production des 

2-trans-énoyl ACPs [452]. Ces enzymes sont, de la même manière que MabA ou d’autres enzymes, 

régulées par la phosphorylation de sérines et de thréonines apparaissant comme un mécanisme de 

régulation clé chez les mycobactéries [453]. Cette phosphorylation est dépendante de la phase de 

croissance, agissant principalement pendant la phase stationnaire, elle permet de réguler 

négativement l’activité des déshydratases HadAB/BC et la synthèse des acides mycoliques via 

l’inhibition de l’élongation des chaînes méromycoliques [454].  

Suite à cela, les intermédiaires énoyl-ACPs vont être réduits par la 2-trans-énoyl-ACP réductase InhA. 

Cette protéine, codée par le gène Rv1484 chez M. tuberculosis ou MAB_2722c chez M. abscessus, va 

catalyser la réduction en acyl-ACP en présence de NADH [455,456] (voir Chapitre III : Paroi et acides 

mycoliques, 3. L’énoyl-ACP réductase InhA).  

Enfin, les cycles additionnels d’élongation sont initiés par les ß-ketoacyl-ACP synthases KasA et KasB 

qui catalysent la réaction de condensation entre les acyl-ACPs et le malonyl-ACP. Cette réaction va 

permettre la production, à partir des acyl-ACPs générés par InhA, de ß-ketoacyl ACPs requis pour 

l’élongation de la chaîne méromycolique jusqu’à sa taille définitive [457,458]. Ces deux enzymes ont 

un rôle similaire en catalysant la même réaction enzymatique, mais ont des substrats et produits 

différents. En effet, KasA permet la production d’acides gras monoinsaturées jusqu’à 40 atomes de 

carbone, tandis que KasB va catalyser la production de chaînes polyinsaturées pouvant atteindre 54 

atomes de carbone [457,459]. Il a été ainsi proposé que KasA soit impliquée dans les premiers cycles 

d’élongation et que KasB prenne le relais pour atteindre la taille définitive de la branche 

méromycolique. Ce qui est appuyé par une étude où la délétion de kasB entraîne une diminution de la 

taille de cette chaîne [460], tandis que la mutation de KasA supprime totalement l’activité de 

condensation [457]. Pour finir, l’activité de ces protéines est également régulée par la 

phosphorylation/déphosphorylation mais de manière opposée. Lorsque la phosphorylation de KasA 

diminue son activité, celle de KasB permet de l’augmenter, permettant ainsi à M. tuberculosis de 

moduler ce processus d’élongation [461]. 
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L’ensemble de ces étapes répétées (Figure 43) vont permettre de synthétiser de longues chaînes 

d’acyl-ACP de 40 à 60 atomes de carbone. La production d’acides mycoliques matures nécessite 

désormais une étape de condensation des chaînes produites par FAS I et FAS II, précédée par 

l’activation de ces chaînes et la modification de la branche méromycolique. 

 

2.2.4. Modification de la chaîne méromycolique et condensation 

Les chaînes méromycoliques subissent, dans un premier temps, d’importantes modifications avant 

d’être associées à la branche a. Ces modifications vont définir la classe d’acides mycoliques et 

constituer la signature de chaque espèce mycobactérienne. Elles incluent  l’introduction 

d’insaturations, de groupements oxygénés, de fonctions méthyles ou de fonctions cyclopropanes 

permises par différentes enzymes [387]. 

L’introduction de doubles liaisons chez les mycobactéries reste assez peu décrite, avec de nombreuses 

hypothèses, mais il est proposé que les double liaisons cis servant de substrats aux enzymes 

modificatrices ultérieures sont introduites pendant l’élongation par FAS II via des réactions de 

déshydratation/isomérisation [462]. De plus, le génome de M. tuberculosis présente les trois 

désaturases DesA1, DesA2 et DesA3  codées respectivement par les gènes Rv0824c, Rv1094 et Rv3229c 

[425]. Bien que DesA3 ait un rôle dans la synthèse d’acide oléique [463], la délétion conditionnelle de 

DesA1 conduit à un niveau élevé de dérivés monoénoïques de petite taille, d’acides gras tronqués et 

à une perte de la biosynthèse des acides mycoliques suggérant un rôle de cette protéine dans la 

désaturation distale de la chaîne méromycolique [464]. De plus, il a récemment été suggéré que la 

protéine essentielle DesA2 ait un rôle précoce dans la synthèse des acides mycoliques, potentiellement 

dans l’ajout de la double liaison proximale [465]. Néanmoins l’activité exacte de ces enzymes reste 

encore à démontrer pour le moment. 

L’introduction de fonctions oxygénées nécessaires à la formation des mycolates methoxy et keto est 

liée à la formation d’un précurseur hydroxylé catalysé par la méthyltransférase S-adénosyl-méthionine 

(SAM)-dépendante MmaA4, ou Hma [411,466]. En effet, la délétion du gène hma entraîne une perte 

de production de mycolates keto ou methoxy [411]. Le précurseur hydroxylé apparaît comme le 

substrat de l’enzyme MmaA3 qui va permettre la méthylation de la fonction alcool, et ainsi donner lieu 

aux mycolates methoxy [467,468].  

D’autres méthyltransférases SAM-dépendantes seront responsables de l’introduction des cycles 

cyclopropanes ou des branches méthyles. On peut notamment citer la protéine PcaA (ou UmaA2), 

responsable de l’ajout d’un cycle cis-cyclopropane proximal sur les acides mycoliques a [405]. Tandis 

que la protéine MmaA2 catalyse l’addition de cyclopropane en position distale des mycolates a, ainsi 
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Figure 44 : Condensation mycolique finale formant les acides mycoliques matures 

L’étape de condensation mycolique à proprement dite est précédée par l’activation des deux branches 

constituant les acides mycoliques. Les acides méromycoliques provenant de FAS II sont activés en acyl-

AMPs par FadD32 (1), tandis que les acyl-CoAs C24-26 provenant de FAS I sont carboxylés par le complexe 

acétyl-CoA carboxylase AccA3-AccE-AccD4 (1’ et 2’).  
Les acyl-AMPs sont chargés sur le domaine ACP N-terminal de la polykétide synthase Pks13 (2) qui les 

transférera au domaine ketoacylsynthase (KS) (3). Les carboxyacyl-CoAs (2’) sont chargés sur le 

domaine acyltransférase (AT) de Pks13 (3’) et transférés au domaine ACP C-terminal (4’). Le domaine 

KS va ainsi catalyser la condensation entre les deux chaînes produisant les a-alkyl ß-ketoesters (4). Le 

domaine thioestérase (TE) charge les produits de condensation sur son site actif (5) et catalyse leur 

transfert au tréhalose (6) donnant lieu aux précurseurs des TMM. Ces derniers seront réduits par CmrA 

résultant en la formation des TMM (7). 

Adapté de Quémard A., et al. 2016, [469] 
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qu’en position proximale des acides mycoliques oxygénés cis [470,471]. De plus, l’enzyme CmaA2 

accompagnée de MmaA1, vont permettre la cyclopropanation proximale des mycolates oxygénés 

trans [470,472]. Suite à ces modifications, la chaîne méromycolique, mais également la branche a 

subissent une activation avant l’étape de condensation à proprement dite (Figure 44). Les acyl-CoAs 

C24-26 produits par FAS I vont être carboxylés par le complexe acétyl-CoA carboxylase AccA3-AccE-

AccD4, permettant la synthèse de carboxyacyl-CoAs, futurs substrats de la condensation mycolique 

[426,433]. En parallèle, l’AMP-ligase d’acides gras FadD32, codée par le gène essentiel Rv3801c chez 

M. tuberculosis, catalyse la formation d’acyl-AMPs (ou méromycolyl-AMPs) à partir des acyl-ACPs 

modifiés provenant de FAS II [416,433,473]. Ces produits activés seront ensuite transférés à la 

polykétide synthase Pks13 pour l’étape de condensation [474]. Cette enzyme présente cinq domaines 

essentiels à son activité : ACP N-terminal, ketoacylsynthase, acyltransférase, ACP C-terminal et 

thioestérase [416,475] (Figure 44). De plus, l’activité de Pks13 dépend de l’ajout du groupement 

phosphopantéthéine par la phosphopantéthényl transférase PptT [444] et va permettre la production 

d’a-alkyl ß-ketoesters précurseurs des acides mycoliques. De plus, le domaine thioestérase catalyse la 

libération des produits de Pks13, puis le domaine acyltransférase transfère ces produits à une molécule 

acceptrice de tréhalose, donnant lieu aux précurseurs des TMM [476]. 

Enfin, suite à cette condensation de Claisen, les précurseurs 3-oxo-mycolates liés au tréhalose sont 

réduits par la réductase CmrA codée par le gène Rv2509. Cette enzyme permet la production d’acides 

mycoliques matures estérifiés au tréhalose (TMM) et est requise pour la liaison des mycolates à l’AG 

[477,478].  

 

2.3. Transport et transfert à la paroi 

L’étape finale de la biosynthèse des acides mycoliques consiste au transport et au transfert de ces 

acides gras à la paroi mycobactérienne. Ces étapes sont conduites grâce au transporteur MmpL3 et 

aux mycolyltransférases du complexe Ag85 (Ag85 ABC) [469,479].  

La protéine essentielle MmpL3 transporte les mycolates sous forme de TMM, leur permettant de 

traverser la membrane plasmique et ainsi pouvant être pris en charge par le complexe Ag85 

[273,274,480]. De plus, une étude récente a montré l’existence de deux protéines accessoires 

s’associant à MmpL3. La protéine codée par MSMEG_5308 chez M. smegmatis, ou Rv1057 chez 

M. tuberculosis, permet de stabiliser le complexe en présence d’un stress, tandis que la protéine TtfA 

codée par le gène MSMEG_0736 ou Rv0383c est nécessaire au transport des TMM [481,482].  

Le complexe Ag85 est formé de protéines sécrétées capables de lier la fibronectine et catalyse le 

transfert de chaînes mycoloyls sur une molécule de TMM formant le TDM. Un transfert peut également  
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Figure 45 : Schéma de la réaction de réduction du substrat énoyl-ACP en acyl-ACP catalysée 

par la protéine InhA  
Chollet A, et al. 2018, [483] 
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être conduit sur l’AG donnant lieu au complexe mycolates/AG/PG de la mycomembrane [484,485]. Les 

trois protéines du complexe partagent le même substrat, néanmoins l’activité de l’Ag85C reste 

supérieure à celle des deux autres [486]. 

 

L’ensemble de ces étapes nécessaires à la synthèse et au transport des acides mycoliques à la paroi 

mycobactérienne implique une majorité d’enzymes essentielles. Ce caractère essentiel fait de chacune 

de ces enzymes des cibles propices au développement d’inhibiteurs. Ainsi, au cours des années la 

plupart des étapes ont pu être chimiquement inhibées [387] et un regain d’intérêt récent voit le jour 

envers la découverte de nouveaux composés ciblant cette voie métabolique [487–489]. L’antibiotique 

clé de la lutte contre la tuberculose reste depuis plus de 70 ans l’INH, et cette molécule cible la 2-trans-

énoyl ACP réductase InhA prouvant l’intérêt de cibler cette protéine chez les mycobactéries, bien 

qu’elle soit principalement exploitée chez M. tuberculosis. 

 

3. L’énoyl ACP réductase InhA 

3.1. Description et fonction d’InhA 

La protéine InhA, codée par le gène Rv1484 chez M. tuberculosis, ou MAB_2722c chez M. abscessus, 

est une 2-trans-énoyl-ACP réductase impliquée dans l’élongation des acides mycoliques. Elle fait partie 

de la superfamille des « Short chain Dehydrogenase/Reductase » (SDR), et présente une activité 

dépendante du cofacteur NADH [490]. En effet, ce dernier apporte un ion hydrure sur le carbone 3 du 

groupe trans-2-acyl permettant la réduction de la double liaison conjuguée au groupe carbonyle énoyl-

ACP [456], permettant la formation des acyl-ACPs saturés [455] (Figure 45). InhA s’organise 

généralement en tétramère comprenant 8 hélices a (H1 à H8) et 7 feuillets ß (S1 à S7) et présente le 

motif hautement conservé des SDR Tyr-X6-Lys [483,490]. Le site actif d’InhA pouvant accueillir le 

cofacteur et le substrat est représenté par une poche délimitée par les feuillets S4 et S5 d’un côté, et 

par les hélices H6 et H7 de l’autre [483]. Chez M. tuberculosis, la lysine 165, présente sur l’hélice H5, a 

le rôle de stabiliser le cofacteur via des liaisons hydrogènes avec les groupes hydroxyles du 

nicotinamide. En effet, son remplacement par un résidu alanine ou méthionine a empêché la liaison 

au cofacteur NADH [491]. De plus, la tyrosine 158, présente également sur l’hélice H5, joue un rôle 

essentiel dans l’activité enzymatique d’InhA. Son remplacement par une phénylalanine ou une alanine 

fait baisser l’activité catalytique de la protéine, tandis que la mutation Tyr158Ser ne modifie pas son 

activité [491]. Ces résultats suggèrent que ce résidu tyrosine permet de stabiliser l’état de transition 

de l’intermédiaire énolate et non pas d’être un donneur de protons comme chez d’autres énoyl-

réductases [490]. En outre, le résidu phénylalanine 149, présent sur le feuillet S5, permet de faciliter 
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Figure 46 : Mécanisme catalytique de réduction opérée par InhA et représentation des 

résidus déterminants dans celui-ci 

Adapté de Chollet A, et al. 2018, [483] 
 

 

 

 

 

Figure 47 : Structure de différents inhibiteurs indirects d’InhAMTB 
A : Isoniazide (INH), B : Ethionamide (ETH), C : Prothionamide (PTH)  
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l’orientation du cycle nicotinamide dans le site actif d’InhA en réduisant l’énergie de l’état de transition 

et ainsi aider le transfert d’ion H+ entre NADH et le substrat énoyl [492]. Enfin, le résidu sérine 123 

d’InhA permet, via des liaisons hydrogènes, le positionnement correct d’une molécule d’eau entre ce 

résidu et la lysine 165, dans le but de transférer un proton vers le substrat énolate. L’ensemble des 

résidus impliqués dans le mécanisme catalytique de réduction du motif énoyl sont représentés en 

Figure 46. Enfin, l’activité de cette énoyl-ACP réductase, à l’instar des autres protéines du complexe 

FAS II, peut être régulée par la phosphorylation réalisée par différentes sérine/thréonine kinases. 

L’ajout post-traductionnel d’un groupement phosphate sur le résidu thréonine 266, ou sa mutation en 

aspartate ou glutamate mimant l’effet de la phosphorylation, conduit à l’inhibition de la synthèse des 

acides mycoliques à travers une perte d’affinité pour le cofacteur NADH [493].  

InhA a été identifiée en 1994 comme étant la cible principale de l’INH, encore aujourd’hui un 

antituberculeux de première intention très largement utilisé en clinique [296]. L’inactivation de cette 

protéine chez M. smegmatis entraîne une inhibition de la synthèse des acides mycoliques, une 

accumulation d’acides gras saturés provenant de FAS I et une modification de la morphologie 

entraînant une lyse des bacilles [494]. Ceci démontre le rôle essentiel de la protéine InhA dans la 

biosynthèse des acides mycoliques et l’intérêt de cibler cette enzyme chez les mycobactéries. 

 

3.2. Inhibiteurs d’InhA 

Depuis la découverte de l’activité de l’INH sur cette enzyme, un engouement particulier a vu le jour 

autour du développement de nouveaux  inhibiteurs d’InhA, une cible de choix très largement validée 

par toute une série d’études combinant génétique, caractérisation biochimique et structurale [487]. 

Les techniques récentes de criblage à haut débit ont contribué à la découverte de nouvelles familles 

de composés possédant une activité inhibitrice de la protéine InhA. Ainsi, nous pouvons classer ces 

familles de molécules selon leur inhibition directe, ou indirecte d’InhA. 

 

3.2.1. Inhibiteurs indirects d’InhA 

L’INH et ses analogues structurels tels que l’ETH ou le prothionamide (PTH) (Figure 47) sont les 

inhibiteurs indirects majoritaires et présentent des similarités d’action. Ces derniers, nécessitant une 

bioactivation préalable pour pouvoir inhiber l’activité d’InhA sont décrits comme des prodrogues. 

L’INH requiert une activation par la catalase-péroxidase KatG afin de générer un radical isonicotinoyl 

qui va réagir avec NAD+ et ainsi former un adduit INH-NAD pouvant bloquer le site actif d’InhA [495–

497] (Figure 48). Bien que de nombreuses mutations soient retrouvées au sein du gène katG codant 
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Figure 48 : Mécanisme d’activation et d’action de l’isoniazide chez M. tuberculosis 

Chez M. tuberculosis, l’isoniazide (INH) est activé par la catalase-péroxidase KatGMTB pour former le 

radical isonicotinoyl réagissant avec NAD+ pour générer l’adduit INH-NAD capable d’inhiber l’énoyl-

ACP-réductase InhA du complexe FAS-II, entraînant l’arrêt de la synthèse d’acides mycoliques et la 

mort bactérienne.  
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l’activateur ou inhA codant la cible [498], l’INH reste à ce jour l’un des composés les plus efficaces 

contre la tuberculose expliquant son maintien dans le régime thérapeutique de première ligne, même 

si des optimisations doivent être entreprises. 

En cas de résistance, les analogues thioamides de l’INH sont utilisés en deuxième intention. L’ETH 

présentant un groupement 2-éthyle pyridine, et la PTH portant un groupement 2-propyl-pyridine 

(Figure 47) sont des prodrogues activées par la monooxygénase EthA, elle-même régulée par le 

répresseur transcriptionnel EthR [499,500]. De manière similaire au mécanisme impliquant l’INH, l’ETH 

et le PTH vont former un adduit covalent avec NAD+ permettant d’inhiber InhA. 

Aux vues de l’émergence de nombreuses mutations affectant les activateurs de ces molécules, ces 

dernières années ont vu le développement en masse de molécules inhibant l’enzyme InhA de manière 

directe. 

 

3.2.2. Inhibiteurs directs d’InhA 

Parmi les nombreux inhibiteurs directs d’InhA décrits, seules les principales classes d’inhibiteurs 

présentant une activité antimycobactérienne contre M. tuberculosis et présentant un intérêt dans le 

repositionnement pour lutter contre les infections à M. abscessus sont décrites ci-dessous. 

Le triclosan (TCS), retrouvé dans des produits de soins personnels, est connu pour inhiber la 

biosynthèse des acides gras chez E. coli où il cible l’énoyl-ACP réductase FabI [501]. Ce 5-chloro-2-(2,4-

dichlorophénoxy)phénol (Figure 49) à large spectre présente une certaine efficacité contre les 

mycobactéries, et son mode d’action a été mis en évidence par la caractérisation de mutants 

résistants, et co-résistants à l’INH et l’ETH, chez M. smegmatis et M. tuberculosis portant des mutations 

au sein du gène inhA [502,503]. Le TCS se lie préférentiellement au complexe InhA-NAD+ dans le but 

d’inhiber son activité et être délétère pour les mycobactéries. Cette molécule contenant deux cycles, 

A et B, est en constante optimisation structurelle afin d’améliorer son activité qui reste relativement 

modeste. En effet, de nombreux analogues ont vu le jour [504], parmi ceux-ci, certains portent des 

groupements plus volumineux tels qu’un triazole, des cycles aromatiques azotés, une chaîne carbonée 

supérieure ou encore une substitution du groupe phényle, et ont montré des interactions améliorées 

avec InhA et des effets antibactériens accrus [505–507]. 

Le composé naturel connu sous le nom de pyridomycine (Figure 49) est produit par Streptomyces 

pyromycetes et Dactylosporangium fulvum et présente une activité bactéricide à faible concentration 

contre M. tuberculosis [508]. Ce dernier agit sur la protéine InhA en entrant en compétition avec le 

cofacteur NADH au niveau du site de liaison de la protéine, entraînant une perte de synthèse des acides 

mycoliques et un effet bactéricide [509]. Les inhibiteurs directs d’InhA rentrent généralement en 
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Figure 49 : Structure de divers inhibiteurs directs d’InhAMTB 
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compétition avec le substrat et non avec le cofacteur, ce qui fait de la pyridomycine une molécule 

intéressante de par son mode d’action. 

D’autres classes de composés inhibant InhA ont vu le jour à l’instar des pyrrolidines carboxamides 

(Figure 49). Ces derniers possèdent un cycle phényle (A), un cycle 5-oxopyrrolidine (B) et un cycle 

cyclohéxyle (C). Ces composés viennent interagir avec InhA, et une substitution 3-phényle au niveau 

du cycle A inhibe fortement l’activité de la protéine de M. tuberculosis [510].  

Des dérivés du pyrrole (Figure 49) renfermant des groupements benzamide, pyrazoline, hydrazine, 

phénylthiourée, phénoxy ou isoaxole sont également retrouvés. Ces composés présentent une activité 

contre M. tuberculosis en interagissant avec InhA via des liaisons hydrogène dans la poche de liaison 

hydrophobe, similairement au TCS [511–513]. Le noyau pyrrole apparaît comme étant le groupement 

crucial dans l’activité inhibitrice contre InhA, en effet son remplacement par un noyau phényle ou 

hétéroaryle diminue drastiquement l’activité de cette classe de molécules. 

Une liaison réversible d’InhA via l’occupation du site de liaison du substrat a été montré pour des 

analogues de méthyl-thiazoles (Figure 49) décrits comme une nouvelle classe de molécules 

antimycobactériennes [514]. De plus, des nouveaux inhibiteurs à base de thiadiazole ont été décrits et 

inhibent InhA à des concentrations inférieures avec une efficacité antibactérienne améliorée [515]. 

Ces analogues sont notamment pourvus de propriétés améliorées en termes d’hydrophobicité, de 

solubilité, de perméation et de clairance, ce qui représente un atout considérable pour le 

développement préclinique et clinique de futurs composés. 

Des dérivés d’acétamide ont également vu le jour, plus particulièrement des 2-(4-oxoquinazoline-

3(4H)-yl)acétamides identifiés comme des inhibiteurs de l’énoyl-ACP réductase InhA. Le candidat 

inhibiteur principal inhibant la protéine présente un cycle phényle, crucial pour l’inhibition d’InhA et 

un groupement chlore entraînant une hydrophobicité accrue importante pour la liaison à l’enzyme de 

M. tuberculosis (Figure 49)  [516]. 

Enfin, des nouveaux inhibiteurs ont récemment été découverts par criblage, et notamment la famille 

des 4-aminoquinolines [517]. Plus particulièrement, le composé 19k (Figure 49) basé sur le ligand 

d’InhA préalablement identifié, LABIO-17. Ce composé présente une substitution par un atome de 

brome à la place du groupe ester éthylique, et exerce une meilleure activité inhibitrice d’InhA ainsi 

qu’une activité antimicrobienne supérieure sur un panel d’isolats de M. tuberculosis [518]. De plus, ce 

composé présente une bonne solubilité, une bonne stabilité au pH, ainsi qu’un taux d’élimination 

modéré, ce qui en fait une molécule particulièrement intéressante. 

Ces inhibiteurs directs d’InhA offrent de nombreuses possibilités d’amélioration mais surtout valident 

l’intérêt de InhA en tant que cible thérapeutique dans le développement de nouveaux composés 

antimycobactériens. 
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Les régimes thérapeutiques actuels recommandés contre les infections mycobactériennes ne 

sont ni adaptés, ni optimaux et ne permettent d’éradiquer l’infection que très rarement, d’autant plus 

dans des cas de comorbidités. Les cas de tuberculose ne diminuent pas à travers le monde, tandis que 

l’on assiste à l’émergence des infections causées par des MNT opportunistes telles que M. abscessus 
ou encore M. fortuitum. Ce phénomène s’explique notamment par la recrudescence de résistances 

aux antibiotiques au travers de la sélection naturelle de mutations ou la mauvaise observance des 

traitements. Nous savons, en outre, que les mycobactéries possèdent naturellement un très grand 

nombre de mécanismes de résistance incluant de nombreuses protéines capables de neutraliser les 

antibiotiques ou leur cible. Ces micro-organismes possèdent également une paroi bactérienne 

complexe et très riche en lipides qui forment un véritable bouclier naturel à la plupart des 

antimycobactériens.  

Les enzymes impliquées dans la synthèse de ces mêmes lipides sont la cible de plusieurs agents 

antituberculeux majeurs et représentent des cibles particulièrement intéressantes à exploiter dans le 

cadre de nouveaux développement thérapeutiques, notamment chez les MNT contre qui, 

paradoxalement aucun antibiotique ne cible cette voie métabolique. 

Les enzymes de la biosynthèse des acides mycoliques en sont un exemple frappant, à l'instar de la 

protéine InhA ciblée par l’INH ou l’ETH dans le traitement de la tuberculose.  

 

 

C’est dans ce contexte que s’inscrivent mes travaux de thèse, qui ont eu pour objectif d’identifier de 

nouvelles molécules efficaces vis-à-vis des MNT grâce à la mise en pratique des diverses approches 

suivantes :  

 

 

- La modification de molécules efficaces connues afin d’optimiser leurs propriétés intrinsèques 

et permettre une efficacité antibactérienne accrue, 

- La mise en évidence et la validation d’une cible thérapeutique à exploiter chez un pathogène, 

- Le repositionnement de molécules précédemment démontrées comme étant efficaces sur une 

autre espèce mycobactérienne ou un autre pathogène. 

 

 

La modification de molécules nécessite une collaboration active avec des chimistes synthétisant 

de nouveaux composés. Un des objectifs de mes travaux a été de cribler une banque de composés 

dérivés d’INH fournie par l’équipe du Pr Vipan Kumar (Université Guru Navak Dev, Amritsar, Inde) 

contre l’espèce M. tuberculosis. Suite à l’identification des meilleurs candidats, la détermination de 

leur cible ainsi que des études de type relation structure-activité ont été mises en œuvre afin d’évaluer 

l’intérêt de ces analogues structuraux d’INH (Article 1). 
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La validation d’une cible thérapeutique et le repositionnement de molécules sont intéressants 

dans le cas d’impasse thérapeutique rencontrée par exemple dans le cas des infections à M. abscessus 
ou d’autres MNT. Cette problématique a été centrale dans le deuxième axe de mes travaux de thèse 

dans lequel je me suis focalisé sur l’action du composé NITD-916. Précédemment décrit contre 

M. tuberculosis, l’objectif ici a été de démontrer son mode d’action contre M. abscessus à différentes 

échelles : tout d’abord via son action in vitro sur les souches de référence ou des isolats cliniques, puis 

dans un modèle d’infection cellulaire et enfin au sein d’un modèle complexe d’organoïdes pulmonaires 

dérivés de cellules de patients atteints de mucoviscidose. En parallèle, nous avons apporté des 

éléments génétiques, biochimiques et structuraux chez M. abscessus pour valider InhA comme la cible 

de ce composé chez ce pathogène (Article 2). 

 

La validation de NITD-916 et de sa cible chez M. abscessus nous a naturellement conduit à évaluer 

son efficacité thérapeutique contre M. fortuitum, une autre MNT opportuniste émergente. Des 

méthodes in vitro et in cellulo similaires à celles réalisées chez M. abscessus accompagnées de 

l’évaluation de l’activité de ce composé dans un modèle d’infection in vivo de poisson zèbre, ont 

permis de démontrer son efficacité contre ce pathogène et de confirmer InhA en tant que cible 

exploitable (Article 3). 

 

 



 

136 

Résultats 

  



 

137 

Résultats 

 

 
  



 

138 

Résultats 

  



 

139 

Résultats 

Article 1 : “Designing quinoline-isoniazid hybrids as potent anti-tubercular agents inhibiting mycolic 

acid biosynthesis”,  

Matthéo Alcaraz *, Bharvi Sharma*, Françoise Roquet-Banères, Cyril Conde, Thierry Cochard, Franck 

Biet, Vipan Kumar, et Laurent Kremer. European Journal of Medicinal Chemistry, 2022, Vol 239, Page 

114531. PMID : 357 59907, DOI : 10.1016/j.ejmech.2022.114531.  

 

 

L’INH est l’antibiotique de première ligne dans la lutte contre la tuberculose, il cible l’énoyl-ACP 

réductase InhA, une enzyme essentielle et clé de la biosynthèse des acides mycoliques. Cette cible est 

validée chez M. tuberculosis depuis de nombreuses années, néanmoins l’utilisation accrue de l’INH 

accentue les nombreux échecs thérapeutiques dus à l’émergence de souches résistantes. InhA reste 

tout de même une cible prometteuse à exploiter dans le développement de nouveaux composés 

antimycobactériens.  

Ces constats nous ont menés à synthétiser divers analogues d’INH, en collaboration avec l’équipe du 

Pr Vipan Kumar, afin de pouvoir améliorer les propriétés physicochimiques de l’INH et mettre en 

évidence des structures prometteuses à prendre en compte dans le développement de nouveaux 

inhibiteurs. 

Au sein de ces travaux, nous rapportons la synthèse de nouveaux analogues d’INH et leur activité 

contre M. tuberculosis. Plus particulièrement, les bases de Schiff hybrides d’INH 1H-1,2,3 triazoles liés 

à la quinoline (16a-16g) ont présenté une certaine activité bactéricide contre la souche de 

M. tuberculosis mc2 6230. Ces molécules, tolérées à hautes concentrations par des cellules humaines 

et présentant de bons paramètres ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, 

Toxicité), dépendent de la bioactivation par la catalase péroxidase KatG pour permettre l’inhibition de 

la synthèse de novo des acides mycoliques via InhA, à l’instar de l’INH. 

Dans l’ensemble, ces résultats présentent des hybrides quinoline-INH prometteurs dans la lutte contre 

les infections à M. tuberculosis qui nécessitent une évaluation préclinique plus poussée.  
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Table S1. ADMET properties of the most active molecules. 

Properties   Predicted values 
Compound 16a 16b 16c 16d 16e 16f 16g 
Absorption 
Water solubility (log 
mol/L) 

-3.604 -3.179 -3.565 -3.798 -3.624 -3.844 -3.662 

Caco2 permeability log 
Papp in 10-6 cm/s 

0.637 0.952 1.386 1.431 1.163 1.135 0.599 

Intestinal absorption 
(human) (%) 

100 95.172 93.496 94.35 88.027 88.932 89.692 

Skin Permeability log Kp -2.735 -2.735 -2.737 -2.737 -2.736 -2.736 -2.734 
P-glycoprotein substrate Yes No Yes Yes Yes Yes Yes 
P-glycoprotein I inhibitor Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
P-glycoprotein II 
inhibitor 

Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 

Distribution 
VDss (Log L/Kg) 0.517 0.174 0.339 0.377 0.356 0.391 0.699 
Fraction unbound Human  0.132 0.197 0 0 0.003 0 0.115 
BBB permeability -1.494 -1.679 -1.54 -1.555 -1.648 -1.656 -1.457 
CNS permeability -3.085 -3.776 -3.316 -3.259 -3.492 -3.442 -2.393 
Metabolism 
CYP2D6 substrate No No No No No No No 
CYP3A4 substrate Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
CYP1A2 inhibitior No No No No No No No 
CYP2C19 inhibitior Yes No Yes Yes Yes Yes No 
CYP2C9 inhibitior Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
CYP2D6 inhibitior No No No No No No No 
CYP3A4 inhibitior Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
Excretion 
Total Clearance (log 
ml/min/kg) 

-0.141 0.049 -0.098 -0.218 0.099 -0.019 0.35 

Renal OCT2 substrate No No No No No No Yes 
Toxicity 
Oral Rat Acute  
Toxicity (LD50) 
(mol/kg) 

2.826 0.546 2.893 2.898 2.918 2.89 3.239 

Hepatotoxicity Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
Skin Sensitisation No No No No No No No 
T. pyriformis toxicity 
(Log Pg/L) 

0.285 0.285 0.286 0.286 0.285 0.285 0.286 

Minnow toxicity 
(log mM) 

-1.104 -1.827 1.979 0.793 1.132 -0.381 1.01 

LogP 4.2068 4.2154 4.3297 4.7198 4.3383 4.7284 3.95 
TPSA (in oA2) 107.18 116.41 116.41 119.21 128.44 128.44 104.43 
Num of HBA/HBD 7 8 8 4.5 4 4 9 
Molar refractivity 131.61 138.10 138.10 149.98 151.66 156.47 161.38 
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Table S2. MIC (µg/mL) values of quinoline-INH compounds determined in 7H9 broth 
supplemented with OADC against M. tuberculosis mc26230 katG mutants. INH and ETH were  
included as control drugs. 

 

 

  

Cpd WT Mtb-16gR20x Mtb-16gR5x Mtb-16fR5x Mtb-16dR5x  
 

Mtb-16dR20x 
 

16a 0.25 >200 200 >200 >200 >200 

16b 0.5 >200 200 200 200 >200 

16c 0.5 >200 100 200 100 200 

16d 0.5 200 50 50 50 200 

16e 0.5 >200 200 200 200 >200 

16f 0.25 >200 100 200 100 200 

16g 0.25 >200 10 50 200 200 

INH 0.05 >2 >2 >2 >2 >2 

ETH 1.56 1.56 1.56 1.56 1.56 1.56 
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Table S3. 'UXJ�VXVFHSWLELOLW\�SURILOHV�RI�0��WXEHUFXORVLV�PF������PXWDQWV�FDUU\LQJ�WKH�G421D (Mtb-
11cR), L430P (Mtb-11dR) and W438Stop (Mtb-INHR3) mutations in KatG� DQG� WKH� FRUUHVSRQGLQJ�
VWUDLQV� FRPSOHPHQWHG� ZLWK� S607��NDW*� WRZDUGV� FRPSRXQGV� ��D���J�� ,1+� ZDV� LQFOXGHG� DV� D�
SRVLWLYH�FRQWURO��MIC (µg/mL) values were determined in 7H9 broth supplemented with OADC. 
 

 
 
 

  

Cpd Mtb 
mc26230 Mtb-INHR3 Mtb-11cR Mtb-11dR Mtb-INHR3 

(pSMT3-katG) 
Mtb-11cR 

(pSMT3-katG) 
Mtb-11dR 

(pSMT3-katG) 
16a 0.25 200 200 >200 0.5 1 1 

16b 0.5 >200 >200 >200 0.5 1 1 

16c 0.5 200 200 200 0.5 0.5 0.5 

16d 0.5 200 200 100 0.5 1 1 

16e 0.5 >200 >200 200 0.5 1 1 

16f 0.25 >200 >200 200 0.5 1 1 

16g 0.25 200 >200 100 0.5 1 0.5 

INH 0.05 >2 >2 >2 0.05 0.1 0.05 
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)LJXUH� 6���&\WRWR[LFLW\� DVVD\� RI� ,1+� DQG� ��D���J� LQ�9HUR� FHOOV��&HOOV�ZHUH� H[SRVHG� WR�
LQFUHDVLQJ� FRQFHQWUDWLRQ� RI� HDFK� FRPSRXQG� IRU� ��� KUV� DW� ���&� ZLWK� ��� &2��� 5HVXOWV� DUH�
UHSUHVHQWDWLYH�RI�WKUHH�LQGHSHQGHQW�H[SHULPHQWV�GRQH�LQ�GXSOLFDWH� 
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)LJXUH�6���'UXJ�VXVFHSWLELOLW\�SURILOHV�RI�0��WXEHUFXORVLV�PF������FDUU\LQJ�HLWKHU�S09����RU�
S09����LQK$� WRZDUGV� FRPSRXQGV� ��D���J�� ,1+�ZDV� LQFOXGHG� DV� D� SRVLWLYH� FRQWURO�� 7ZR�
PLFUROLWHUV�RI����IROG�VHULDOO\�GLOXWHG�EDFWHULDO�VXVSHQVLRQV�RI�H[SRQHQWLDOO\�JURZLQJ�FXOWXUHV�
ZHUH� VSRWWHG� RQ� 0LGGOHEURRN� �+��� SODWHV� VXSSOHPHQWHG� ZLWK� 2$'&� HQULFKPHQW� DQG�
SDQWRWKHQDWH�LQ�WKH�SUHVHQFH�RI�LQFUHDVLQJ�FRQFHQWUDWLRQV�RI�FRPSRXQGV���J�P/���3ODWHV�ZHUH�
LQFXEDWHG�DW�����&�IRU����GD\V� 
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)LJXUH�6���'HOHWLRQ�ZLWKLQ� WKH�NDW*� ORFXV� LQ� WKH�0�� WXEHUFXORVLV�PF��������J5��;�PXWDQW�
VWUDLQ��6FKHPDWLF�UHSUHVHQWDWLRQ�RI�GHOHWHG�JHQHV�LQ�WKH������ES�UHJLRQ�GHWHFWHG�E\�:*6��7KH�WRS�
OLQH�VKRZV�WKH�JHQH�RUJDQL]DWLRQ�LQ�WKH�SDUHQWDO�VWUDLQ�PF�������7KH�ERWWRP�OLQH�VKRZV�WKH�JHQH�
RUJDQL]DWLRQ� LQ� ��J5��;� DQG� WKH� FRQVHTXHQFH� RI� WKH� JHQH� GHOHWLRQ� DIIHFWLQJ� PXOWLSOH� JHQHV�
LQFOXGLQJ�NDW*�DQG�5Y�����UHGXFHG�DV�SVHXGRJHQH��EODFN�KDWFKHG�ER[���5HG�FURVV�OLQNV�LQGLFDWH�
UHJLRQV�ZLWK�VKDUHG�KRPRORJLHV��&RRUGLQDWHV�ZHUH�H[WUDFWHG�IURP�WKH�+��5Y�UHIHUHQFH�JHQRPH�
�5HI6HT�DFFHVVLRQ��1&B�����������7KH�GHOHWLRQ�VSDQV�WKH�ILUVW�����ES�RI�NDW*��IXU$��5Y����F��
OSS&��IDG%��DV�ZHOO�DV�WKH�ILUVW����ES�RI�5Y����� 

�  

aao katG furA lppC fadB5 aceAa aceAb 

aao katG aceAa aceAb 

mc26230 

mc26230 
16gR20X 

ǻ3679 bp 

2,155,554 2,159,232 
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)LJXUH�6���'UXJ�VXVFHSWLELOLW\�SKHQRW\SHV�RI�0��WXEHUFXORVLV�PF������PXWDQWV�FDUU\LQJ�WKH�
G421D (Mtb-11cR), L430P (Mtb-11dR) and W438Stop (Mtb-INHR3) mutations in KatG.�6WUDLQV�
RI� H[SRQHQWLDOO\� JURZLQJ� FXOWXUHV�ZHUH� VWUHDNHG� RQ�0LGGOHEURRN� �+��� VXSSOHPHQWHG�ZLWK�
2$'&�HQULFKPHQW�DQG�SDQWRWKHQDWH�DQG�FRQWDLQLQJ�������J�P/�,1+�RU����J�P/�RI�FRPSRXQGV�
��D�WR���J��3ODWHV�ZHUH�LQFXEDWHG�DW����&�IRU�WZR�ZHHNV� 
 

 

  
WT Mtb-11c

R 

Mtb-11d
R Mtb-INH

R3 

No drug INH 0.05µg/ml 

16g 1µg/ml 

16b 1µg/ml 

16e 1µg/ml 16f 1µg/ml 

16a 1µg/ml 16c 1µg/ml 

16d 1µg/ml 
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Figure S5. 1H NMR of 4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzaldehyde (12a)  
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Figure S6. 13C NMR of 4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzaldehyde (12a)  
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Figure S7. 1H NMR of 4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4 
yl)methoxy)benzaldehyde (13b) 
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Figure S8. 13C NMR of 4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4 
yl)methoxy)benzaldehyde (13b) 

 

 

Figure S9. DEPT-135 of 4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4 
yl)methoxy)benzaldehyde (13b) 
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Figure S10. 1H NMR of 4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)-3-methoxybenzaldehyde (13d)  
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Figure S11. 13C NMR of 4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)-3-methoxybenzaldehyde (13d)  
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Figure S12. 1H NMR of 2-(4-((4-(7-chloroquinolin-4-yl)piperazin-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)benzaldehyde (14) 
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Figure S13. 13C NMR of 2-(4-((4-(7-chloroquinolin-4-yl)piperazin-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)benzaldehyde (14) 
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Figure S14. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzylidene)isonicotinohydrazide (16a)  
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Figure S15. 13C NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzylidene)isonicotinohydrazide (16a)  
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Figure S16. 1H NMR of (E)-N'-(2-(4-((4-(7-chloroquinolin-4-yl)piperazin-1-yl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)benzylidene)isonicotinohydrazide (16g) 
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Figure S17. 13 C NMR of (E)-N'-(2-(4-((4-(7-chloroquinolin-4-yl)piperazin-1-yl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)benzylidene)isonicotinohydrazide (16g) 
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Figure S18. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)methoxy)-3-methoxybenzylidene)nicotinohydrazide (17b)  
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Figure S19. 13C NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)methoxy)-3-methoxybenzylidene)nicotinohydrazide (17b)  
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Figure S20. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18a)  
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Figure S21. 13 C NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18a) 
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Figure S22. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)-3-methoxybenzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18b)  
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Figure S23. 13C NMR of (E)-N'-(4-((1-(7-chloroquinolin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)-3-methoxybenzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18b) 
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Figure S24. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(2-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)ethyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18c)  
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Figure S25. 13C NMR of (E)-N'-(4-((1-(2-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)ethyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18c) 
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Figure S26. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18d) 
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Figure S27. 13C NMR of (E)-N'-(4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18d) 

 

 

Figure S28. DEPT-135 spectrum of (E)-N'-(4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)benzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18d) 
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Figure S29. 1H NMR of (E)-N'-(4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methoxy)-3-methoxybenzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18f)  
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Figure S30. 13C NMR of (E)-N'-(4-((1-(3-((7-chloroquinolin-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methoxy)-3-methoxybenzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (18f) 
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Article 2 : “Efficacy and mode of action of a direct inhibitor of Mycobacterium abscessus InhA”,  

Matthéo Alcaraz, Françoise Roquet-Banères, Stephen Adonai Leon-Icaza, Jan Abendroth, Yves-Marie 

Boudehen, Céline Cougoule, Thomas E. Edwards, et Laurent Kremer. ACS Infectious Diseases, 2022, Vol 

8, N° 10, Page 2171-2186, PMID : 36107992, DOI : 10.1021/acsinfecdis.2c00314 

 

 

Le traitement actuel contre les infections à M. abscessus souffre d’une inefficacité alarmante, 

notamment chez les patients atteints de mucoviscidose, ce qui met en exergue le besoin urgent de 

proposer de nouvelles molécules. Nous supposons que la protéine InhA est une cible intéressante à 

explorer, néanmoins l’INH, et ses dérivés, sont inactifs contre M. abscessus en raison de l’incapacité 

de la catalase-péroxidase KatGMAB à convertir cette pro-drogue en un métabolite actif. Ainsi, l’objectif 

ici a été de valider InhAMAB en tant que cible médicamenteuse chez M. abscessus à travers l’étude de 

l’activité du composé NITD-916, une 4-hydroxy-2-pyridone contournant l’activation par KatG 

précédemment décrite chez M. tuberculosis. 

Ces travaux ont démontré l’activité à faible concentration de NITD-916 sur les souches de référence 

ainsi qu’un large panel d’isolats cliniques des trois sous-espèces du complexe M. abscessus. De plus, 

cette molécule permet d’inhiber la croissance et l’infection macrophagique de M. abscessus, mais aussi 

de réduire la formation et la croissance de cordes intracellulaires, fondamentales dans la 

physiopathologie de ce pathogène. Notre collaboration avec l’équipe de Céline Cougoule (IPBS, 

Toulouse) a permis de montrer que NITD-916 réduit également la charge bactérienne (S ou R) au sein 

d’organoïdes des voies respiratoires pulmonaires dérivés de cellules de patients atteints de 

mucoviscidose. 

D’un point de vue mécanistique, NITD-916 inhibe la synthèse de novo des acides mycoliques de 

manière InhA dépendante, lorsque des mutants résistants spontanés étaient mutés au sein du gène 

inhA. La structure cristallographique résolue grâce à l’équipe de Thomas Edwards (UCB, Washington, 

Etats-Unis) du complexe ternaire InhA:NADH:NITD-916 a permis de confirmer l’inhibition directe de 

l’énoyl-ACP réductase par ce composé. 

Dans l’ensemble, ces résultats indiquent que le ciblage direct d’InhAMAB est intéressant à exploiter dans 

le développement de futurs antibactériens efficaces contre M. abscessus. 
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ABSTRACT: There is an unmet medical need for e!ective treatments against Mycobacterium abscessus pulmonary infections, to
which cystic fibrosis (CF) patients are particularly vulnerable. Recent studies showed that the antitubercular drug isoniazid is inactive
against M. abscessus due to the incapacity of the catalase-peroxidase to convert the pro-drug into a reactive metabolite that inhibits
the enoyl-ACP reductase InhA. To validate InhAMAB as a druggable target in M. abscessus, we assayed the activity of NITD-916, a 4-
hydroxy-2-pyridone lead candidate initially described as a direct inhibitor of InhA that bypasses KatG bioactivation inMycobacterium
tuberculosis. The compound displayed low MIC values against rough and smooth clinical isolates in vitro and significantly reduced
the bacterial burden inside human macrophages. Moreover, treatment with NITD-916 reduced the number and size of intracellular
mycobacterial cords, regarded as markers of the severity of the infection. Importantly, NITD-916 significantly lowered the
M. abscessus burden in CF-derived lung airway organoids. From a mechanistic perspective, NITD-916 abrogated de novo synthesis of
mycolic acids and NITD-916-resistant spontaneous mutants harbored point mutations in InhAMAB at residue 96. That NITD-916
targets InhAMAB directly without activation requirements was confirmed genetically and by resolving the crystal structure of the
protein in complex with NADH and NITD-916. These findings collectively indicate that InhAMAB is an attractive target to be
exploited for future chemotherapeutic developments against this di"cult-to-treat mycobacterium and highlight the potential of
NITD-916 derivatives for further evaluation in preclinical settings.
KEYWORDS: Mycobacterium abscessus, NITD-916, macrophage, organoid, InhA, mycolic acid

M. abscessus is a rapidly growing nontuberculous mycobacte-
rium (NTM) of rising clinical significance and the cause of
di"cult-to-cure pulmonary diseases, particularly in patients
with cystic fibrosis (CF).1 In these patients, infection with
M. abscessus is often associated with a more rapid decline in
lung function, and the presence of M. abscessus can be
deleterious for subsequent lung transplantation.2−4 The
M. abscessus complex comprises three subspecies exhibiting
di!erent clinical outcomes and drug susceptible profiles to
antibiotics:5 M. abscessus subsp. abscessus (designated hereafter
M. abscessus), M. abscessus subsp. bolletii (designated hereafter
M. bolletii), and M. abscessus subsp. massiliense (designated
hereafter M. massiliense).6 All three subspecies can display
either a smooth (S) or a rough (R) morphotype as a
consequence of the presence or absence, respectively, of
surface-associated glycopeptidolipids (GPL).7−10 These mor-
phological changes are linked to major phenotypic di!erences,
including sliding motility, biofilm formation,8,9,11 or produc-

tion of large bacterial cords.11,12 S and R variants can be
viewed as two representative forms of the same isolate, which
can coexist in the patient and evolve di!erently in response to
the host immune pressure. They can also display specific
pathophysiological characteristics;10 S variants are generally
less virulent than their corresponding R variants,11,13,14 the
latter being more frequently associated with severe pulmonary
diseases in CF patients.2,4 In addition, di!erent susceptibility
profiles to drugs have been reported between S and R
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variants,15,16 thus warranting the need for evaluating
compounds/drug regimens against both variants.
Due to intrinsic resistance to a wide panel of antimicrobials,

including most antitubercular drugs, treatment of M. abscessus
lung disease remains extremely challenging.17−20 Multidrug
regimens are administered for months to years, generally
comprising an oral macrolide (clarithromycin or azithromycin)
and intravenously administered aminoglycosides (amikacine)
and β-lactams (imipenem or cefoxitin).21−23 Other drugs, such
as tigecycline or clofazimine, can be added to strengthen the
regimen, mostly in response to toxic side e!ects or poor
clinical response.24 However, despite intensive chemotherapy,
treatment success rates typically remain very low in the case of
macrolide resistance (25−40%), which occurs in at least 40−
60% of clinical isolates.25 Thus, given the unsatisfactory
performances of the current regimens, more e!ective drugs are
required. Unfortunately, de novo drug discovery e!orts to
identify new chemical sca!olds are impeded by low hit
rates,26,27 explaining why the M. abscessus drug pipeline focuses
mainly on repurposing and reformulation of approved drugs.
In addition to mutations in genes encoding the drug targets

conducting to acquired drug resistance,7,26 the widespread
resistome of M. abscessus results also from the low permeability
properties of the cell envelope, the expression of a wide range
of drug-modifying enzymes, the induction of e#ux pumps and
the absence or dysfunctional drug-activating enzymes.17,20,28
The latter, for instance, explains why isoniazid (INH) is totally
inactive against M. abscessus. Indeed, it has been recently
shown that the catalase-peroxidase KatGMAB is unable to
transform INH into an active metabolite.29 INH, the most
e"cient first-line anti-TB drug against actively replicating
M. tuberculosis, remains the first choice for prophylaxis and
treatment. Its biotransformation requires the catalase-perox-
idase KatG30,31 to generate an isonicotinoyl radical that reacts
with NAD+ to produce an INH-NAD adduct.32,33 This adduct
blocks the enoyl-ACP reductase (InhA) of the type II fatty acid
synthase (FAS-II),34−37 leading to the arrest of mycolic acid

biosynthesis. Mycolic acids are essential and unique long-chain
(C70−C90) α-alkyl, β-hydroxy fatty acids,35,38 and their
inhibition ultimately results in mycobacterial cell death.39
However, while being a validated drug target in M. tuberculosis,
it remains to be established whether InhA represents an
attractive target for future drug developments against
M. abscessus.
To fill this gap, this study was undertaken to test the

hypothesis whether NITD-916, a direct inhibitor of InhA that
bypasses the KatG bioactivation process,40 o!ers potential for
future chemotherapeutic developments against M abscessus.
NITD-916 is a 4-hydroxy-2-pyridone lead candidate previously
identified in a phenotypic screen against M. tuberculosis that
exerts bactericidal activity against common INH-resistant TB
clinical isolates. Herein, we aimed at assessing the activity of
NITD-916 against M. abscessus S and R strains in vitro, in
macrophages as well as in CF lung airway organoids and report
the mechanism of action of the inhibitor in M. abscessus.

■ RESULTS
M. abscessus Strains Are Susceptible to NITD-916

Treatment in Vitro. To address whether InhA inhibitors
bypassing KatG bioactivation can o!er potential chemo-
therapeutic options against M abscessus, we first screened the
literature for commercially available direct InhA inhibitors,
previously validated against M. tuberculosis and for which in
vitro data and e"cacy in mice have been reported. This led to
the 4-hydroxy-2-pyridone lead compound NITD-916.40 Initial
experiments revealed that the M. abscessus CIP104536T S
reference strain was particularly susceptible to NITD-916 in
CaMHB (MIC = 1.56 μg/mL which is 5 μM). However, as
shown previously for other compounds,41 the MIC was greatly
dependent on the medium, with values of 0.195 μg/mL and
6.25 μg/mL in Sauton’s medium and Middlebrook 7H9,
respectively (Table S1). MICs in an artificial sputum medium

Figure 1. In vitro activity of NITD-916 against M. abscessus. (A) Cultures of M. abscessus CIP104536T (S) were exposed to either 1.95, 15.6, 31.2
μg/mL NITD-916 (corresponding to 1.25×, 10×, and 20× MIC) or 16 μg/mL imipenem (IPM) in CaMHB at 30 °C. At various time points,
bacteria were plated on LB agar and incubated at 37 °C for 4 days prior to CFU counting. Results are expressed as the mean of 2 independent
experiments in triplicates ± SD. Inset: structure of NITD-916. (B) MIC (in μg/mL) of NITD-916 and RFB against M. abscessus complex clinical
isolates. MIC values were determined in CaMBH for M. abscessus subsp. abscessus (n = 8), M. abscessus subsp. massiliense (n = 11), and M. abscessus
subsp. bolletii (n = 9). Data are plotted as mean values ± SD. S refers to smooth strains; R refers to rough strains.
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(ASM) containing components of the CF sputum42 were
comparable to those obtained in CaMHB.
To determine the e!ect of the compound in broth culture,

exponentially growing M. abscessus was exposed to increasing
concentrations of NITD-916, corresponding to 1.25×, 10×,
and 20× MIC. This resulted in a noticeable growth inhibition
(Figure 1A). However, the number of colony-forming units
(CFU) remained relatively stable at the lowest concentration

tested during the 3 days of treatment and comparable to those
in the inoculum, suggesting a bacteriostatic e!ect. In addition,
the killing e!ect was not concentration-dependent, at least
during the first 2 days of treatment. An additional 1-Log drop
was observed after 3 days with 10× or 20× MIC. At these
concentrations, NITD-916 resulted in a growth inhibitory
e!ect comparable to the one of imipenem (IPM) used at the
MIC (16 μg/mL), a known β-lactam antibiotic active against

Figure 2. Intracellular activity of NITD-916 on M. abscessus complex-infected THP-1 cells. Macrophages were infected with M. abscessus reference
strains and clinical isolates (MOI of 2:1) for 4 h prior to treatment with 250 μg/mL AMK for 2 h to kill extracellular bacteria. Cells were then
exposed to either NITD-916 or to RFB at the indicated concentrations. Untreated (UNT) or DMSO-exposed cells were included as controls. CFU
were determined at 0, 1, and 3 days postinfection. The various strains tested and morphotypes are as follows: (A) M. abscessus CIP104536T (S);
(B) M. abscessus CIP104536T (R); (C) M. abscessus 2069 (S); (D) M. abscessus 2524 (R); (E) M. massiliense 179 (R); (F) M. massiliense 120 (S);
(G)M. bolletii 112 (R); (H)M. bolletii 108 (R). Data of 3 independent experiments in triplicates were analyzed with a Mann−Whitney t test. *P ≤
0.05; **P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001; ****P ≤ 0.0001.

ACS Infectious Diseases pubs.acs.org/journal/aidcbc Article

https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.2c00314
ACS Infect. Dis. 2022, 8, 2171−2186

2173

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsinfecdis.2c00314?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsinfecdis.2c00314?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsinfecdis.2c00314?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsinfecdis.2c00314?fig=fig2&ref=pdf
pubs.acs.org/journal/aidcbc?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.2c00314?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


Figure 3. E!ect of NITD-916 treatment on intracellularM. abscessus loads and cording. (A) Percentage of infected THP-1 macrophages at 0, 1, and
3 days postinfection with M. abscessus CIP104536T (R) (MOI of 2:1) in the absence (UNT) of antibiotics or presence of NITD-916 (1.56 μg/mL
and 15.6 μg/mL) or RFB (12.5 μg/mL). DMSO-exposed cells were included as controls. Results are expressed as mean values ± SD for three
independent experiments with 30 fields per condition. Data were analyzed using the t test. ****P ≤ 0.0001. (B) Representative immunofluorescent
fields were taken at 1 and 3 days postinfection showing macrophages infected withM. abscessus CIP104536T (R) expressing TdTomato (red) in the
absence of antibiotics (UNT) or in the presence of NITD-916 (1.56 μg/mL and 15.6 μg/mL) or RFB (12.5 μg/mL). DMSO-exposed cells were
included as controls. The surface and the endolysosomal system of the macrophages were detected using anti-CD63 antibodies (green). The nuclei
were stained with DAPI (blue). White arrows indicate individual or mycobacterial aggregates. Scale bar, 50 μm. (C) Percentage of macrophages
categories infected with di!erent number of bacilli (<5 bacilli/cell, 5−10 bacilli/cell, >10 bacilli/cell). The categories were counted at 0, 1, and 3
days postinfection in the absence of antibiotics or in the presence of NITD-916 (1.56 μg/mL and 15.6 μg/mL) or RFB (12.5 μg/mL). Untreated
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M. abscessus.43 In addition, while overexpression of KatG from
M. tuberculosis restored susceptibility to INH in M. abscessus
carrying pSMT3-katGMTB-tdTomato as previously reported,29
the MIC of NITD-916 remained unchanged in this strain as
compared to its parental progenitor (Table S2). This implies
that, in contrast to INH, the activity of NITD-916 is KatG-
independent in M. abscessus.
The potency of NITD-916 was next assayed using a

representative panel of clinical isolates from CF patients or
non-CF patients, comprising 8 M. abscessus, 11 M. abscessus,
and 9 M. abscessus strains. All these strains were susceptible to
NITD-916, similarly to the CIP104536T reference strains
(Figure 1B) and, in general, the MIC of R and S strains were
similar, although slight variations were observed between the
M. massiliense strains. The MIC values of NITD-916 were
found to be much lower than those of rifabutin (RFB),
included as a control drug.41 Overall, these results demonstrate
that NITD-916 exerts potent activity on the M. abscessus
complex and is equally active against strains isolated from CF
and non-CF patients.
NITD-916 Inhibits Intramacrophage Growth of M. ab-

scessus. To assess whether NITD-916 is active against
M. abscessus in a macrophage infection model, we next
compared the intracellular e"cacy of the compound in
human THP-1 macrophages infected with either
CIP104536T S or R variants after 1 and 3 days of exposure
to the compound (Figure 2A and 2B). First, the cytotoxicity of
NITD-916 against THP-1 cells was investigated after 1 and 3
days of exposure to the compound. Figure S1 clearly shows
that NITD-916 exerts cytotoxicity only at very high
concentrations (>100 μg/mL) at both time points. NITD-
916-induced cytotoxicity was intermediate between INH (no
cytotoxicity at 100 μg/mL) and RFB (100% macrophage
killing at 100 μg/mL) after 3 days of exposure to each drug.
These results indicate that NITD-916 exhibits very little
toxicity at concentrations below 100 μg/mL and, based on
these results, all subsequent macrophage studies were
conducted with 1.56, 15.6, and 31.2 μg/mL NITD-916,
corresponding to 1×, 10×, and 20× MIC. RFB was included as
a positive control at 12.5 μg/mL, a concentration at which it
significantly reduces the intracellular burden.41 DMSO-treated
macrophages were added as a negative control for intracellular
bacterial replication. At 0, 1, and 3 days postinfection (dpi),
macrophages were lysed and plated to determine the
intracellular bacterial burden after drug treatment. Similarly
to the DMSO condition, exposure of macrophages to NITD-
916 at 1× MIC failed to inhibit intramacrophage growth of
M. abscessus CIP104536T S (Figure 2A) and CIP104536T R
(Figure 2B) at 1 and 3 dpi. In contrast, exposure to 10× MIC
strongly decreased the intracellular bacterial loads at 1 dpi and
this e!ect was further amplified at 3 dpi in both strains.
Interestingly, there was no di!erence between 10× and 20×
MIC of NITD-916, and the CFU counts were comparable to

those in the inoculum (Day 0), similarly to what was observed
in liquid cultures (Figure 1A). In addition, the NITD-916
susceptibility profile for the S variant at 1 and 3 dpi was
comparable to that of the R variant, with a ∼2 log reduction in
the CFU counts at day 3, reaching the same level of inhibition
as RFB (Figure 2A and 2B).
We further explored the activity of NITD-916 against S and

R clinical isolates of the M. abscessus complex within THP-1
macrophages. Supporting our previous observations with the
CIP104536T reference strains, we found that NITD-916 was
very active against all M. abscessus subspecies tested within
macrophages at 1 and 3 dpi when compared to day 0 and
DMSO treatment, irrespective of S and R morphotype:
M. abscessus 2069 (S) (Figure 2C), M. abscessus 2524 (R)
(Figure 2D), M. massiliense 179 (R) (Figure 2E), M. massiliense
120 (S) (Figure 2F), M. bolletii 112 (R) (Figure 2G), and
M. bolletii 108 (R) (Figure 2H). In all cases, the optimal
activity was reached in the presence of 10× MIC of NITD-916.
Overall, these results indicate that NITD-916 is a potent
intracellular growth inhibitor of M. abscessus.

Intracellular M. abscessus Loads and Cording Are
Reduced by NITD-916. THP-1 macrophages were infected
with red fluorescent M. abscessus strains expressing TdTomato
and exposed to either DMSO, NITD-916, or RFB, stained with
anti-CD63 and DAPI, and observed under the microscope. A
quantitative analysis highlighted a marked reduction in the
percentage of M. abscessus R-infected cells treated with NITD-
916 at 10× MIC (while no e!ect was observed at 1× MIC),
which was comparable to the e!ect observed with 12.5 μg/mL
RFB at 1 dpi (Figure 3A). This trend was even more
pronounced at 3 dpi. Since the proportion of NITD-916-
treated infected cells remained similar to the one at day 0, this
suggests that the compound is very likely to be bacteriostatic
inside the macrophage. Similar results were found when
macrophages were infected with M. abscessus S (Figure S2A).
Representative immunofluorescent fields illustrate the reduced
number of macrophages infected with the R (Figure 3B) or S
(Figure S2B) variants treated with NITD-916 at 1 and 3 dpi, as
compared to the untreated or DMSO-treated control cells.
Macrophages infected with the R variant were then classified

into three classes as judged by their bacterial load content:
poorly infected (<5 bacilli/cell), moderately infected (5−10
bacilli/cell), and heavily infected (>10 bacilli/cell). Bacteria-
containing macrophages were then individually observed under
the microscope and scored for their belonging to one of the
three categories. The quantitative analysis indicates that
treatment with NITD-916 at 10× MIC or RFB significantly
reduces the percentage of heavily infected THP-1 cells and
increases the proportion of the poorly infected category, as
compared to the untreated or DMSO-treated cells at 1 and 3
dpi (Figure 3C), with ≈20% of the infected bacilli belonging to
the heavily infected category and ≈50% associated with the
poorly infected category at 3 dpi. Analysis performed on

Figure 3. continued

(UNT) or DMSO-exposed cells were included as controls. Data are mean values ± SD for three independent experiments performed in triplicates.
(D) Total number of intracellular cords displayed in 30 fields at 1, 2, and 3 days postinfection. Results are expressed as mean values ± SD for three
independent experiments. Data were analyzed using the two-tailed nonpaired t test. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01. (E) Representative images of
intracellular cords at macrophage 1, 2, and 3 days postinfection. Cords are in red, the macrophage surface is green, and the nucleus in blue as in
(B). Scale bar, 20 μm. (F) Size of the intracellular cords (expressed by the area in μm2) displayed in 10 fields. Results are expressed as mean values
± SD for three independent experiments, and each symbol represents the size of a cord (n = 30). Data were analyzed using the Mann−Whitney t
test. **P ≤ 0.01; ****P ≤ 0.0001.
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macrophages infected with the S variant generated a similar
category pattern (Figure S2C). Collectively, these data indicate
that NITD-916 enters THP-1 macrophages and impedes
bacterial replication of both M. abscessus S and R variants.
In contrast to the S variant, strains exhibiting a R

morphotype are typified by increased bacterial clumping and
R bacilli remain aggregated to generate compact colonies

comprising corded structures on agar, in broth medium, and
inside macrophages.8,12,14,41 Figure 3D clearly illustrates that,
upon infection with TdTomato-expressing M. abscessus R, the
total number of intracellular cords displayed in 30 fields was
significantly reduced in the presence of NITD-916 at 10× MIC
or 12.5 μg/mL RFB when compared to untreated or DMSO-
treated cells, and this e!ect was maintained at 1, 2, and 3 dpi.

Figure 4. Activity of NITD-916 in M. abscessus-infected CF-derived airway organoids. (A) A generalized schematic showing the experimental
design. Representative images (B, D) and corresponding bacterial loads determined by CFU counting (C, E) of CF-derived airway organoids at 3
days postinfection withM. abscessus S (B, C) or R (D, E) expressing Wasabi in the presence or absence of treatment: untreated groups (S n = 9; R n
= 10), treated with NITD-916 at 1.56 μg/mL (S n = 9; R n = 10), NITD-916 at 15.6 μg/mL (S n = 11; R n = 9), or RFB at 12.5 μg/mL (S n = 8; R
n = 9). Graphs show means ± SD of two independent experiments. Each dot represents one organoid. Data were analyzed using the Mann−
Whitney t test. ***P ≤ 0.001.
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The e!ect was not significant at 1× MIC. Representative
images of intracellular cords show the kinetics of cord
formation at 1, 2, and 3 dpi (Figure 3E). While very small in
size at 1 dpi, cords continue to elongate at 2 dpi and 3 dpi,
often leading to a structure capable of extruding out of the cells
at 3 dpi, presumably participating in macrophage killing. In the
presence of drugs (NITD-916 or RFB), there was a clear
reduction in size of the cords as compared to the untreated
cells. This e!ect is supported by a quantitative analysis of the
cord surface area (expressed in μm2). While control cords
continue to increase in size over time (reaching a surface area
>100 μm2), their size remained constant (≈20 μm2) upon
exposure to NITD-916 or RFB (Figure 3F). Together, these
results indicate that NITD-916 is highly e!ective in reducing
the number and size of M. abscessus cords, which is thought to
a!ect the outcome of the infection.
NITD-916 Reduces M. abscessus Loads in Human

Airway Organoids. Lung airway organoids (AO) from
healthy individuals have recently been developed to study
the early steps of interaction between M. abscessus and the
airway.44 In this biological model where mycobacteria are
injected in AO, M. abscessus was found to actively replicate
over 7 days in the lumen, and this was accompanied by

reduced expression of mucin genes, usually participating in the
clearance of pulmonary pathogens.44 Moreover, AO derived
from CF patients were characterized by low CFTR activity and
enhanced mucus accumulation, and the subsequent injection
of M. abscessus in these 3D structures revealed the production
of biofilms formed by the S variant and serpentine cords
formed by the R variant.45 Importantly, both variants
replicated more e"ciently in CF AO than in AO derived
from healthy lungs, thus highlighting the relevance of this
model to study the pathogenesis of M. abscessus and to test the
therapeutic potential of compounds in a system that
recapitulates a CF environment.45 As illustrated in Figure
4A, CF-derived AO were injected with theM. abscessus S and R
variants expressing Wasabi, and drug treatment was com-
menced 2 h later with NITD-916 at 1.56 μg/mL or 15.6 μg/
mL and with RFB at 12.5 μg/mL, included as a control drug.
After 3 days of treatment, fluorescence microscopy showed
high bacterial loads in AO left untreated or exposed to 1.56
μg/mL NITD-916, while exposing the AO to the 15.6 μg/mL
dose significantly reduced the green fluorescence signal,
similarly to the RFB treatment (Figure 4B). AO were then
lysed at 3 dpi, and plating the lysates on agar indicated a 2 log
increase in the CFU of M. abscessus S in the untreated control

Table 1. Characteristics of NITD-916 Spontaneous Resistant Mutants of M. abscessusa

MIC (μg/mL) mutation in inhAMAB

strain NITD-916 RFB ETH AA change frequency of mutation
CIP104536T (S) 1.56 100 25
NITD916R1 >100 50 12.5 G287T G96V 2.3 × 10−7

NITD916R2 >100 100 25 G286A G96S 2.3 × 10−7

NITD916R3 >100 50 50 G286A G96S 2.3 × 10−7

NITDR916R4 >100 50 25 G287T G96V 2.3 × 10−7

CIP104536T (R) 1.56 12.5 25
NITD916R5 >100 12.5 12.5 G287T G96V 2.4 × 10−6

NITD916R6 >100 12.5 25 G287T G96V 2.4 × 10−6

NITD916R7 >100 25 25 G287T G96V 2.4 × 10−6

NITD916R8 >100 12.5 25 G287T G96V 2.4 × 10−6

aMIC (μg/mL) were determined in CaMHB. Resistant strains were derived from either the smooth (S) or rough (R) M. abscessus CIP104536T
parental strains on LB agar supplemented with 15.6 μg/mL NITD-916 (10× MIC). Single-nucleotide polymorphism (SNP) in inhAMAB
(MAB_2722c) and corresponding amino acid (AA) changes as well as frequency of mutation are indicated.

Figure 5. Overexpression of InhAMAB variants in M. abscessus S and R strains. (A) Western blots using antibodies against the HA-epitope (upper
panel) and the Ag85 complex (lower panel) as loading control were done to assess the expression levels of the InhAMAB variants in various strains
overproducing either InhAMAB(WT), InhAMAB(G96V), or InhAMAB(G96S). Equal amounts of total lysates (10 μg) of each strain were separated on
a 12% SDS-PAGE. (B) Wild-typeM. abscessus CIP104536T (S) and NITD916R2 strains were grown in CaMHB and exposed for 9 h with increasing
concentrations of ethionamide (ETH) or NITD-916 at concentrations corresponding to 1× and 5× MIC. Equal amounts of total lysates (10 μg) of
each strain were separated on a 12% SDS-PAGE and probed with anti-KasA (upper panel) anti-Ag85 complex (lower panel) antibodies (used as
loading control).
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or in the presence of 1.56 μg/mL NITD-916 (Figure 4C). In
contrast, treatment with either 15.6 μg/mL NITD-916 or 12.5
μg/mL RFB was associated with a striking decrease in the
CFU counts, at levels similar to those found in the inoculum
(Day 0) (Figure 4C). Very similar results were observed for
M. abscessus R-containing AO (Figure 4D and 4E). Overall,
these results clearly indicate that NITD-916 is active in CF
patient-derived AO characterized with severe CF airway
dysfunction and susceptibility to M. abscessus infection.
Mutations in inhAMAB Confer High Resistance Levels

to NITD-916. Mutations in inhA coding for the enoyl-ACP
reductase of the type II fatty acid synthase have been reported
previously in M. tuberculosis mutants resistant to NITD-916.40
To get insights into the mode of action of NITD-916 in
M. abscessus, a genetic approach was conducted involving the
selection of spontaneous NITD-916-resistant mutants derived
from either the smooth (S) or rough (R) M. abscessus parental
strains on agar supplemented with 15.6 μg/mL NITD-916
(10× MIC) at frequencies estimated to 2.3 × 10−7 (S resistant
strains) and 2.4 × 10−6 (R resistant strains). MIC
determination of four individual colonies for each morphotype
confirmed their high resistance levels (MIC > 100 μg/mL)
against NITD-916 while remaining susceptible to RFB and
ETH (Table 1). Sequencing the inhAMAB (MAB_2722c) locus
identified single nucleotide polymorphisms (SNPs) across the
di!erent resistors, leading to amino acid replacements at
position 96. In the S resistors, NITD916R1 and NITD916R4,
Gly96 was replaced by a Val residue, while in NITD916R2 and
NITD916R3, Gly96 was replaced by a Ser residue. All four
mutants derived from the R variant (NITD916R5 to
NITD916R8) harbored a G96V amino acid exchange (Table
1). As shown for NITD916R2, resistance to NITD-916 was
independent of the medium (Table S1).
To validate inhAMAB as a specific target of NITD-916, wild-

type and mutated inhAMAB alleles were cloned in frame with a
HA-tag under the control of the constitutive hsp60 promoter
to allow overexpression of the wild-type and mutated versions
of the protein. The resulting constructs, pMV261-inhAMAB,
pMV261-inhAMAB(G96V), and pMV261-inhAMAB(G96S), were
introduced in both S and R variants and expression of the
di!erent InhAMAB variants was confirmed by Western blotting
using anti-HA antibodies, while levels of the Ag85 complex
remain constant (Figure 5A). Whereas overproduction of the
wild-type proteins did not significantly alter the MIC values as
compared to the parental progenitors (2-fold e!ect), over-
production of InhAMAB(G96V) or InhAMAB(G96S) resulted in
8- to 32-fold upshift in the MIC level (Table 2). These e!ects
were specific to NITD-916 as the MIC of RFB against the

same recombinant strains were comparable to those of the
parental progenitors (Table 2). This indicates that transferring
the single point mutations identified in the NITD-916
spontaneous resistant mutants into a susceptible strain is
su"cient to confer high resistance levels to NITD-916.
It was previously reported that isoniazid, diazaborine, or

ethionamide (ETH) induced the production of a KasA-
containing complex in M. smegmatis and that formation of this
complex is a consequence of InhA inhibition while other FAS-
II inhibitors such as thiolactomycin or isoxyl, inhibiting KasA
and the HadABC dehydratase, respectively, fail to induce this
complex.46 Thus, we inquired whether NITD-916 induces this
complex in M. abscessus by probing crude lysates from cultures
exposed to 1× and 5× MIC NITD-916 with anti-KasA
antibodies. Figure 5B reveals, in addition to free KasAMAB, the
presence of an additional immunoreactive band at both
concentrations. This protein comigrated with a protein also
present in the ETH-treated lysates (used as a positive control
of InhAMAB inhibition) while absent in the untreated sample.
Importantly, this KasA-containing complex was not induced in
strain NITD916R2 resistant to NITD-916, presumably because
the G96S mutation in InhAMAB renders the enzyme insensitive
to NITD-916. Overall, these results suggest that InhAMAB is the
primary target of NITD-916 in M. abscessus and that its
inhibition leads to the induction of a KasA-containing complex.

NITD-916 Inhibits De Novo Mycolic Acid Biosynthesis
in M. abscessus. In contrast to M. tuberculosis, M. abscessus
does not synthesize oxygenated mycolic acids but produces
exclusively α and α′ mycolates, corresponding to long-chain
(C77−79) and short chain (C62−64) mycolic acid subspecies,
respectively.47 To interrogate whether NITD-916 inhibits de
novo synthesis of mycolic acids, [14C]-labeled lipids were
extracted from wild-type M. abscessus cultures treated with
increasing concentrations of NITD-916 prior to labeling with 1
μCi/mL [2-14C]acetate. Mycolic acid methyl esters (MAMEs)
and fatty acid methyl esters (FAMEs) were then separated by
thin-layer chromatography (TLC). Synthesis of both α and α′
mycolates was dramatically a!ected in a dose-dependent
manner (Figure 6A). De novo synthesis was almost completely
abrogated in the presence of 1.56 μg/mL (1× MIC). ETH, a
drug known to target InhA and whose biotransformation is
dependent on EthA instead of KatG,48 was included as a
positive control. However, due to the elevated MIC of ETH
against M. abscessus (25 μg/mL), only partial inhibition was
achieved at the concentrations tested. Importantly, no
inhibition was noticed in the production of fatty acid methyl
esters (FAMEs) during treatment with NITD-916, which
indicates that, like ETH or INH, NITD-916 specifically
inhibits FAS-II rather than FAS-I, as expected for InhA-
dependent inhibition.
We next addressed whether resistance to NITD-916 can be

linked to an unaltered mycolic acid profile in strains carrying
mutations in InhAMAB. Supporting this hypothesis, mycolic
acid biosynthesis in strain NITD916R2 (carrying G96S point
mutation) was much more refractory to inhibition by NITD-
916 as compared to the wild-type progenitor (Figure 6B).
Collectively, these biochemical data underline a mode of action
that results in the abolishment of mycolic acid biosynthesis by
targeting InhAMAB.

Structural Basis for InhAMAB Inhibition by NITD-916.
To demonstrate direct target engagement, we obtained a 1.45
Å resolution crystal structure of InhAMAB bound to NITD-916
and NAD (Figure 7A and Table S3). As described above,

Table 2. MIC (μg/mL) of NITD-916 and RFB Determined
in CaMHB at 30 °C against M. abscessus Overexpressing
Wild-Type and Mutated inhAMAB (MAB_2722c) Alleles

strain NITD-916 RFB
CIP104536T (S) 1.56 50
S + pMV261-inhAMAB 3.12 50
S + pMV261-inhAMAB(G96V) 25 50
S + pMV261-inhAMAB(G96S) 50 50
CIP104536T(R) 1.56 12.5
R + pMV261-inhAMAB 3.12 12.5
R + pMV261-inhAMAB(G96V) 12.5 12.5
R + pMV261-inhAMAB(G96S) 50 12.5
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resistance mutants arose at residue Gly96. In our structure, the
Cα of Gly96 residues is in proximity to the 2′-hydroxyl of the
NMN portion of NAD as well as the phenyl moiety of NITD-
916 (Figure 7A). Mutation of this residue would cause a steric
clash with the phenyl ring of NITD-916, potentially explaining
the G96S and G96V resistance mutations. Modifying the
phenyl ring of NITD-916 could potentially result in molecules
which overcome resistance at G96. However, given the
proximity to the 2′-hydroxyl of the NMN portion of NAD,
mutation of G96 could also cause loss of InhA specific activity
and these resistance mutations may not arise in a clinical
setting. Residues interacting with NITD-916 are indicated in
Figure 7A.
Overall, our structure is similar to a previously obtained 3.2

Å resolution structure of InhAMTB bound to NITD-916 and
NAD40 (Figure 7B). The 4-hydroxy-2-pyridin-2-one moiety
stacks on top of the nicotinamide ring, presumably where the
unsaturated portion of the substrate binds, whereas the 4,4-
dimethylcyclohexyl moiety projects into the hydrophobic
cavity presumably where the lipid portion of the substrate
binds. Thus, NITD-916 appears to be a direct substrate
competitor. In addition, there appears to be some induced fit
upon NITD-916 binding when compared to our structures of
the InhAMAB apoenzyme (1.75 Å resolution) or the
holoenzyme (1.85 Å resolution) (Figure 7C). Our structures
of InhAMAB in the apoenzyme, holoenzyme, and NITD-916
inhibited state show that the residues spanning Thr196
through Gly212 move considerably in response to the
ligand-bound state. In the InhAMAB apoenzyme state these
residues form a β-hairpin turn and generate an open catalytic
cavity. In the holoenzyme state, these residues change to an α-
helix which packs tightly against the cofactor and generate a
narrow substrate binding cleft. In the inhibited form, this new
α-helix moves away from the cofactor to accommodate the
binding of NITD-916. These residues and to a lesser extent α6
(numbering using the apoenzyme state) are the only major
conformational changes that occur between the di!erent states.
Similar conformational changes have been observed previously
for InhAMTB substrates (e.g., PDB ID 1BVR49) and other
inhibitor-bound structures (e.g., PDB ID 1P4450).
To complement the crystallography work and gain some

understanding of the e!ects of the inhibitor NITD-916 on the

thermal stability of InhAMAB, we performed di!erential
scanning fluorimetry (DSF). Apoenzyme InhAMAB had a
melting temperature of 39.3 °C (Table S4 and Figure S3).
Incubation with the cofactor NAD to generate the holoenzyme
resulted in a modest increase in melting temperature to 39.8
°C (ΔTm = 0.5 °C). Generation of the inhibited complex of
InhAMAB with NAD and NITD-916 resulted in a large increase
in the melting temperature to 54.0 °C (ΔTm = 14.7 °C relative
to apo or 14.2 °C relative to NAD alone). Although such
stability measurements are not directly correlated with a"nity,
significant stabilization can be indicative of potency in
biochemical experiments.

■ DISCUSSION
The success rate of M. abscessus pulmonary disease treatment
remains very poor despite prolonged, multidrug antibiotherapy
with an important risk of severe secondary e!ects, emphasizing
the rapid need for more e!ective treatments.26 While mycolic
acids represent essential cell wall components in mycobacteria
and are the primary target of INH and ETH in M. tuberculosis,
none of the current drugs used in clinical settings against
M. abscessus infections are hitting mycolic acid biosynthesis.
However, recent studies have emphasized that this metabolic
pathway represents an attractive niche for druggable targets in
M. abscessus. First, thiacetazone has proven to bind to the
HadA component of the FAS-II HadABC dehydratase
complex, leading to mycolic acid inhibition in M. tuberculosis,51
and thiacetazone derivatives exhibited potent activity against
the M. abscessus complex.52 Second, a large number of hits
against M. abscessus have recently been shown to inhibit the
transport of mycolic acids across the membrane by targeting
the MmpL3 transporter.27,53,54 In this context, the present
study was undertaken to evaluate the potential of inhibiting the
FAS-II enoyl-ACP reductase in M. abscessus. In agreement with
a previous study,29 our results indicate that the lack of activity
of INH in M. abscessus presumably relies on the incapacity of
KatGMAB to convert INH into an active metabolite, while
partial susceptibility levels to INH were recovered when
overexpressing the katG gene from M. tuberculosis. This
indicates that while KatG-dependent inhibition of InhA is
compromised in M. abscessus, it opens, however, the possibility
of inhibiting mycolic acid biosynthesis via KatG-independent

Figure 6. Inhibition of mycolic acid biosynthesis by NITD-916 in M. abscessus. (A) Dose−response e!ects of ETH and NITD-916 in M. abscessus
CIP104536T (S). The inhibitory e!ect on the incorporation of [2-14C]acetate was assayed by exposing cultures to increasing concentrations of
ETH or NITD-916 for 1 h prior to labeling for another 2 h at 37 °C under shaking. The corresponding radiolabeled FAMEs and MAMEs were
extracted. Equal counts (50 000 cpm) were loaded onto a TLC plate and lipids were developed in petroleum ether/acetone (95/5, v/v). (B)
Mutant NITD916R2 is refractory to mycolic acid inhibition by NITD-916. M. abscessus CIP104536T (S) and its derivative NITD916R2 were
exposed to concentrations corresponding to 0.5×, 1×, and 5× MIC of NITD-916, labeled and subjected to lipid extraction and analysis as in (A).
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inhibitors of InhA. This proof-of-concept was verified here
through the use and characterization of the mode of action of
the 4-hydroxy-2-pyridone lead candidate NITD-916, originally
identified in a phenotypic screen against M. tuberculosis.40
NITD-916 displayed low MIC values against a wide panel of

clinical isolates and exerted an in vitro static activity against

M. abscessus at 1× MIC. This higher MIC value of NITD-916
against M. abscessus as compared to M. tuberculosis40 is
currently not known but may rely on di!erences in the
composition and/or architecture of the cell wall between the
two species, potentially a!ecting cell wall permeability to this
inhibitor. In addition, M. abscessus possesses a large number of
e#ux pumps, which may also contribute to the lower
susceptibility of this species to NITD-916. However, at 1×
MIC concentration, the compound did not show any activity
in M. abscessus-infected macrophages. In contrast, at 10× MIC
there was a significant reduction in the intracellular bacterial
loads at 1 dpi, which remained comparable at 3 dpi, with
similar results obtained against various clinical isolates, with no
distinctions between S and R morphotypes. In general, at 3 dpi,
the CFU levels remained equivalent to those in the inoculum
(Day 0), indicating that NITD-916 behaves as a bacteriostatic
drug in the macrophage under the conditions tested. NITD-
916 not only reduced the intracellular bacterial burden but also
the proportion of infected macrophages, similarly to RFB, a
drug recently proposed to be included in drug regimens to
reduce treatment duration of M. abscessus pulmonary
diseases.55 Furthermore, exposure of macrophages infected
with the R variant to NITD-916 was associated with a
reduction in the number and size of cords, presumably
resulting from bacterial growth inhibition. Therefore, com-
pounds, such as NITD-916 or RFB, inhibiting intracellular
cord formation participate also in the prevention of macro-
phage death caused by the disruptive activity of cords on
macrophage integrity. Consistently, we found that NITD-916
was as active as RFB in CF patient-derived AO recapitulating
the CF airway dysfunctions, such as thick mucus, and with
increased susceptibility to M. abscessus infection.45 Thus, our
data emphasize an unexploited chemical structure class active
against M. abscessus infections with promising translational
development possibilities for the treatment of CF patients.
From a mechanistic perspective, our genetic and biochem-

ical studies unambiguously indicate that NITD-916 does not
undergo bioactivation by KatG prior to binding to InhAMAB,
but rather inhibits biosynthesis of mycolic acids by directly
binding to InhAMAB. These assumptions can be inferred from
the following results: (i) A panel of spontaneous mutants
resistant to NITD-916 harbored point mutations in InhAMAB at
residue 96, and the mycolic acid pattern of these mutants
remained unchanged upon exposure to NITD-916. Replace-
ment of Gly96 by a more bulky residue is associated with
NITD-916 resistance, suggesting that conservation of Gly96 is
requested for susceptibility to this compound. Multiple
sequence alignments of InhA proteins from di!erent
mycobacterial species indicate that Gly96 is very well
conserved (Figure S4), thus suggesting that other NTM may
be susceptible to NITD-916 inhibition, although this remains
to be investigated in future studies. Interestingly, while
replacements occurred only at Gly96 in all M. abscessus
resistant mutants selected, many more mutations were
identified in residues within or near the active site of InhA
in M. tuberculosis resistant mutants.40,56 In addition, strains
harboring the InhAMAB G96S or G96V point mutations
remained fully sensitive to ETH, as shown previously in
M. tuberculosis.40 (ii) Overexpression of the mutated inhA
alleles in a susceptible strain conferred resistance to the
inhibitor. (iii) NITD-916 treatment induced the formation of a
KasA-containing complex, reported previously as a marker of
InhA inhibition.46 (iv) NITD-916 could be identified in a

Figure 7. Structural basis of inhibition of M. abscessus InhA by NITD-
916. (A) Crystal structure of M. abscessus InhA bound to NITD-916
and NAD solved at 1.45 Å resolution. For simplicity only one
protomer of the tetrameric structure is shown. The protein is depicted
as gray ribbons and the inhibitor NITD-916 and cofactor NAD are
shown rendered in sticks. The final 2|Fo|−|Fc| map for NITD-916 is
shown in blue mesh contoured at 1.0 sigma. The site of resistance
mutations G96 is circled in red and other residues which interact with
NITD-916 are labeled and shown with their side chains rendered in
sticks. (B) Overlay of the crystal structures of InhAMAB bound to
NITD-916 and NAD depicted as above, and InhAMTB bound to
NITD-916 and NAD shown in green ribbons for the protein and
green carbon sticks for the inhibitor and cofactor. (C) Overlay of the
crystal structure of InhAMAB in the apoenzyme state shown in cyan
ribbons, the holoenzyme state bound to NAD in magenta with NAD
in magenta sticks, and the inhibited state bound to NAD and NITD-
916 in gray as in the upper panels. The loop spanning residues
Thr196 through Gly212 moves significantly upon cofactor and
inhibitor binding.
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ternary NITD-916:NAD:InhAMAB costructure. Collectively,
these results indicate that NITD-916 shares the same mode
of action in M. abscessus and M. tuberculosis and confirms that
the biosynthetic steps of mycolic acids represent an excellent
pathway to be further exploited in drug discovery programs
against M. abscessus. Previous work indicated that NITD-916
has no mutagenic or cardiotoxicity potential and showed no in
vitro safety pharmacological liabilities and did not inhibit the
major CYP450 isoenzyme 3A4,40 thus stimulating new
medicinal chemistry programs for the rational optimization
of NITD-916-related analogues targeting InhAMAB with
improved e"cacy. Changes in the 4-hydroxy 2-pyridone may
include substitutions of the R6 lipophilic group and
replacement of the R3 phenyl group with other aromatic
substituents. In addition, to increase solubility and lip-
ophilicity, phosphate ester prodrugs are typically designed,
favoring oral administration and are rapidly hydrolyzed by
intestinal alkaline phosphatases. This has been emphasized by
synthesizing a 4-hydroxy methyl phosphate ester prodrug of
NITD-916, designated NITD-113, displaying improved
aqueous solubility by two log orders and with good
bioconversion to NITD-916 in mice.40 The availability of the
InhAMAB crystal structure in complex with NAD and NITD-
916 will greatly facilitate and guide the chemistry to generate
these analogues. In addition, the very high structural
conservation between InhAMAB and InhAMTB is a key factor
prompting the future testing of a large panel of validated direct
InhAMTB inhibitors against M. abscessus. Indeed, such direct
InhAMTB inhibitory sca!olds have been identified in high
throughout screenings, encoded library technology, or frag-
ment-based screenings and have received considerable
attention during these past few years.57 Another important
feature to consider in future studies relies on the possibility to
increase the activity of NITD-916 when given in combination
with other drugs. Since any M. abscessus antibiotic has to be
clinically administered in combination with other drugs,22 the
absence of drug−drug interactions is critical for clinical
development and needs to be checked. Using the checkerboard
assay, we found that the Fractional Inhibitory Concentration
Index (FICI) values between NITD-916 and most drugs used
in clinics were in the 0.5−1.5 range (Table S5), suggestive of
an indi!erent interaction between the compounds, and thus
highlighting the suitability of including NITD-916 in combina-
tional therapy.

■ CONCLUSIONS
This work reports the potent in vitro and intracellular anti-
M. abscessus activity of NITD-916 and underscores the strong
activity of this unexploited chemical sca!old in CF-derived
AO, opening future possibilities for the treatment of CF
patients. Subsequent studies should now advance this
compound as well as its derivatives into preclinical animal
models. Our findings also support the view that targeting
mycolic acid biosynthesis has serious translational potential for
development into a real tool for treatment and control of
M. abscessus pulmonary diseases.

■ METHODS
Mycobacterium abscessus Strains and Culture Con-

ditions. M. abscessus subspecies abscessus CIP104536T,
M. abscessus subspecies bolletii CIP108541T, and M. abscessus
subspecies massiliense CIP108297T reference strains as well as

clinical strains from CF and non-CF patients were reported
earlier.52,58 Bacteria were routinely grown and maintained at
37 °C in Middlebrook 7H9 broth (BD Difco) containing
0.025% Tyloxapol (Sigma-Aldrich) and 10% oleic acid,
albumin, dextrose, catalase (OADC enrichment; BD Difco)
(7H9T/OADC) or on Middlebrook 7H10 agar (BD Difco)
containing 10% OADC enrichment (7H10OADC). M. abscessus
carrying pTEC27 and expressing TdTomato was reported
earlier and grown in the presence of 1000 μg/mL
hygromycin.14 M. abscessus smooth and rough strains were
transformed with pSMT3-katGMTB-tdTomato59 and grown in
the presence of 1000 μg/mL hygromycin.
For drug susceptibility testing, bacteria were grown in

Cation-Adjusted Mueller−Hinton Broth (CaMHB; Sigma-
Aldrich). Rifabutin and NITD-916 were purchased from
Selleckchem and Merck, respectively, and dissolved in DMSO.

Drug Susceptibility Testing. The minimal inhibitory
concentrations (MIC) were determined according to the CLSI
guidelines.60 The broth microdilution method was used in
CaMHB with an inoculum of 5 × 106 CFU/mL in exponential
growth phase. The bacterial suspension was seeded in 100 μL
volumes in all of the wells of a 96-well plate, except for the first
column, to which 198 μL of the bacterial suspension was
added. In the first column, 2 μL of drug at its highest
concentration was added to the first well containing 198 μL of
bacterial suspension. Two-fold serial dilutions were then
carried out, and the plates were incubated for 3−5 days at
30 °C. MICs were recorded by visual inspection. MIC were
also determined using Middlebrook 7H9 supplemented with
OADC, Sauton’s medium, or an artificial sputum medium
(ASM) containing components of the CF sputum.42

Growth Kinetics. To monitor growth inhibition of
M. abscessus CIP104536T (S), 96-well plates were setup as
for MIC determination, and serial dilutions of the bacterial
suspensions exposed to increasing concentrations of NITD-
916 were plated on LB agar plates after 0, 1, 2, and 3 days.
Colony-forming units (CFUs) were counted after 4 days of
incubation at 37 °C. Results from each drug concentration are
representative of 2 independent experiments in triplicates.

Cytotoxicity Assay. Human THP-1 monocytes were
grown in RPMI medium supplemented with 10% Fetal bovine
serum (Sigma-Aldrich) (RPMIFBS) and incubated at 37 °C in
the presence of 5% CO2. Cells were di!erentiated with 20 ng/
mL Phorbol Myristate Acetate (PMA) in 96-well flat-bottom
tissue culture microplates (2 × 104 cells/well) for 48 h at 37
°C with 5% CO2 and exposed to decreasing concentrations of
NITD-916, RFB, or INH (starting at 100 μg/mL) for 24 or 72
h at 37 °C with 5% CO2. Following incubation, 10% (v/v)
resazurin dye was added to each well and left to incubate for
another few hours at 37 °C and 5% CO2. Data were acquired
using a fluorescent plate reader (excitation 540 nm, emission
590 nm).

Intracellular Killing Assay. THP-1 were grown and
di!erentiated into macrophages as reported above but wells
were seeded with 105 cells. Infection with M. abscessus strains
was carried out at 37 °C in the presence of 5% CO2 for 4 h at a
MOI 2:1. After extensive washing with 1× phosphate bu!ered
saline (PBS), macrophages were incubated with RPMIFBS
containing 250 μg/mL amikacin for 2 h and washed again
with PBS prior to the addition of 500 μL RPMIFBS containing
DMSO (negative control) or 500 μL RPMIFBS containing
either RFB or NITD-916. Drugs were renewed on a daily basis.
Cells were washed with PBS and lysed with 100 μL of 1%
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Triton X-100 after 1 day or 3 days postinfection. Serial
dilutions of macrophage lysates were plated onto LB agar
plates, and colonies were counted to determine intracellular
CFU.
Microscopy-Based Infectivity Assays. Di!erentiated

THP-1 macrophages were grown on coverslips in 24-well
plates at a density of 105 cells/mL for 48 h at 37 °C with 5%
CO2 prior to infection with M. abscessus expressing TdTomato
for 4 h at a MOI of 2:1. After washing and AMK treatment to
remove the extracellular bacilli, cells were exposed to DMSO
(negative control), RFB, or NITD-916 and fixed at 0, 1, and 3
days postinfection with 4% paraformaldehyde in 1× PBS for 20
min. Cells were then permeabilized using 0.2% Triton X-100
for 20 min, blocked with 2% BSA in PBS supplemented with
0.2% Triton X-100 for 20 min, incubated with anti-CD63
antibodies (Becton Dickinson; dilution 1:1000) for 1 h and
with an Alexa Fluor 488-conjugated antimouse secondary
antibody (Molecular Probes, Invitrogen; dilution 1:1000) for
45 min. After 5 min of incubation with DAPI (dilution
1:1000), cells were mounted onto microscope slides using
Immu-mount (Calbiochem) and examined with an epifluor-
escence microscope using a 40× objective. Images were
acquired by focusing on combined signals (CD63 in green and
M. abscessus in red) and captured on a Zeiss Axioimager
upright microscope equipped with a 40× and 100× oil
objective and processed using ImageJ software. Equal
parameters for the capture and scoring of images were
consistently applied to all samples. For each condition,
approximately 1000 infected macrophages were analyzed.
The presence of the intra- or extracellular cords within or
among the macrophages infected exclusively with the
M. abscessus (R) variant were treated in the presence of
DMSO, RFB, or NITD-916, counted, and imaged using full-
field upright microscopy. Areas of intracellular cords were
quantified using ImageJ.
Selection of Resistant M. abscessus Mutants and

Target Identification. Exponentially growing M. abscessus
CIP104536T S and R cultures were plated on LB agar
containing 15.6 μg/mL NITD-916, corresponding to 10×
MIC. After 1 week of incubation at 37 °C, four individual
colonies deriving from the S and R strains were selected, grown
in CaMHB and individually assessed for MIC determination
and scored for resistance to NITD-916. Identification of SNPs
in the NITD-916-resistant strains was completed by PCR
amplification using the primers MAB_2722c s1 (F) 5′-GTG
GCA GGA CTA CTT GAG GGC-3′ and MAB_2722c s2 (R)
5′-TCA GAG CAG CTG AGT GTG AGC G-3′ to produce a
810 bp amplicon for full coverage sequencing of the inhAMAB
gene.
Cloning and Overexpression of the inhAMAB Alleles in

M. abscessus. Wild-type inhAMAB and the corresponding
mutated genes harboring the G287T or G286A poly-
morphisms were amplified by PCR (Q5 polymerase) using
genomic DNA prepared from the WT or spontaneous resistant
mutants as well the forward 5′-GGG GCA GGA TCC GAG
TGG CAG GAC TAC TTG AGG GCA A-3′ and reverse 5′-
GGG CTA CGA ATT CTG CTA AGC GTA ATC TGG
AAC ATC GTA TGG GTA GAG CAG CTG AGT GTG
AGC GC-3′ primers (restriction sites are underlined and HA
tag coding sequence is in bold). PCR-amplified fragments were
cloned into the BamHI and EcoRI sites of pMV261,61 and the
resulting plasmids were introduced into M. abscessus following
selection in the presence of 250 μg/mL kanamycin.

Immunoblotting. Bacteria cultures were collected by
centrifugation and lysed using 1 mm diameter glass beads
and a Mixer Mill MM 301 (Retsch, Germany) at a frequency
of 30 Hz for 10 min. Equal amount of total proteins (10 μg)
were separated by 12% SDS-PAGE and transferred to a
nitrocellulose membrane prior to Western blot analysis.
Primary antibodies used were rat anti-HA (1:5000 dilution),
rat anti-KasA (1:2000 dilution), or mouse monoclonal
antibody 32/15 (1:10 dilution) recognizing the Ag85
complex.62 After washing, membranes were incubated for 45
min with an anti-rat or anti-mouse antibody conjugated to
HRP (dilution 1:5000), incubated with SuperSignal West
Femto (ThermoFisher Scientific) and revealed using a
ChemiDoc MP system (Bio-Rad).

Mycolic Acid Analysis. To investigate the drug-induced
changes in the mycolic acid profile, M. abscessus cultures were
exposed to increasing drug concentrations of either ETH
included as a positive control or NITD-916 for 1 h prior to
metabolic labeling in the presence of 1 μCi/mL of [2-14C]-
acetate (59 mCi/mmol, PerkinElmer) for an additional 2 h
under shaking at 37 °C. Extraction of total mycolic acids was
carried out as previously reported.48 Briefly, cell pellets were
washed and treated with 15% tetrabutylammonium hydroxide
(TBAH) at 100 °C overnight. Fatty acids and mycolic acids
were methyl-esterified and extracted in diethyl ether. Lipid
extracts were dried and resuspended in dichloromethane and
separated by thin-layer chromatography (TLC). Fatty acid
methyl esters (FAMEs) and mycolic acid methyl esters
(MAMEs) were developed in petroleum ether/acetone
(95:5, v/v). The [14C]-labeled FAME and MAME content
was analyzed using an Amersham Typhoon imaging system.

Human Bronchial Organoid Culture. The CHU of
Toulouse (CHU 19 244 C) and the CNRS (CNRS 205782)
approved the use of materials for this study. Organoids were
derived from a lung biopsy of a cystic fibrosis heterozygous
patient (G542X/1811 + 1.6kbA → G), as previously
reported.45

Organoid Infections. On the infection day, organoids
were infected with M. abscessus S and R variants adjusted to
OD600 = 0.2. Organoids in 25 μL drops of Matrigel (Fisher
Scientific) were seeded on Nunclon Delta surface 35 × 10 mm
Dish (Thermo Scientific). After Matrigel polymerization, 2 mL
of airway organoid complete media45 without N-acetylcysteine
and without antibiotics were added to each plate. Organoids
were microinjected using a Femtojet microinjector (Eppen-
dorf), as previously described.44 Two hours after infection,
organoids were collected, washed in 1× PBS, embedded into a
fresh matrix and treated or not for 3 days with 1.56 μg/mL or
15.6 μg/mL NITD-916 or 12.5 μg/mL RFB.

Live Imaging and Colony-Forming Unit Assay. At day
3 post infection, images of the organoids were acquired under
an EVOS M7000 Imaging System (20×, at 37 °C with 5%
CO2) (Thermo Scientific). Following image acquisition,
infected organoids were individually collected and lysed in
100 μL of 10% Triton X100 in PBS.44 Serial dilutions of the
lysates were plated on LB agar plates and incubated for 4 days
at 37 °C prior to CFU counting.

Crystal Structure Determination. M. abscessus InhA
(InhAMAB) was expressed and purified using our standard
structural genomics expression and purification protocols
reported previously.63,64 Briefly, the MAB_2722c gene
encoding InhAMAB was cloned from genomic DNA into the
bacterial expression vector BG1861, which encodes a non-
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cleavable N-terminal His6 tag. The protein was expressed in
BL21(DE3) cells with autoinduction media followed by cell
lysis and purification via nickel a"nity then size exclusion
chromatography. InhAMAB crystallized at 23.06 mg/mL in the
apo state in the MCSG1 crystallization screen condition E1 (2
M (NH4)2SO4, 0.1 M Hepes pH 7.5); the crystal was
cryoprotected with reservoir supplemented with 20% v/v
ethylene glycol. InhAMAB crystallized at 23.06 mg/mL with 4
mM NADH in the JCSG+ crystallization screen condition E1
(0.1 M sodium cacodylate pH 6.27, 1.09 M sodium citrate
tribasic); the crystal was cryoprotected with reservoir
supplemented with 4 mM NADH and 20% v/v ethylene
glycol. InhAMAB crystallized at 23.06 mg/mL with 3.5 mM
NADH and 3.5 mM NITD-916 in the Index crystallization
screen condition H10 (0.2 M sodium citrate tribasic, 20% PEG
3350); the crystal was cryoprotected with reservoir supple-
mented with 3.5 mM NADH, 3.5 mM NITD-916, and 20% v/
v ethylene glycol. The apo and the NADH/NITD-916 bound
data sets were collected at the Advanced Photon Source
beamLine 21 ID-F with a Rayonix MX-300 CCD detector at
0.97872 Å wavelength. The NADH bound data set was
collected in house on a Rigaku FR-E+ SuperBright X-ray
generator with a Saturn 944+ detector at 1.5406 Å wavelength.
The apo structure was solved by molecular replacement using
MORDA and the M. tuberculosis InhA structure (PDB ID
2H7I superseded by 4U0J) as a search model. The structure
was refined with iterative rounds of refinement between
Phenix65 and Coot.66 X-ray di!raction images have been
uploaded to the Integrated Resource for Reproducibility in
Macromolecular Crystallography (IRRMC) database (www.
proteindi!raction.org).67
Ligand Binding via Di"erential Scanning Fluorimetry

(DSF). Sypro dye based DSF experiments were performed on a
Bio-Rad CFX-96 thermal cycler at 0.1 mg/mL InhAMAB in a
background bu!er of 25 mM Tris pH 8.0, 200 mM NaCl, 1
mM TCEP, and 1% v/v glycerol. DMSO was kept constant at
2% v/v for all measurements. NAD alone or NAD and NITD-
916 were added to a final concentration of 1 mM.
Statistical Analyses. Statistical analyses were performed

on Prism 9.0 (Graphpad) and detailed for each figure legend.
*P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001, **** P ≤ 0.0001.
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Table S1. MIC (in µg/mL) of ethionamide (ETH) and NID-916 determined in CaMHB, 
Middlebrook 7H9, ^ĂƵƚŽŶ͛Ɛ�ŵĞĚŝƵŵ�and ASM against wild-type M. abscessus CIP104536Tand 
against strain NITD916R2. Results were completed in triplicate in at least two independent 
experiments.  
 
 

 

 

 

  

 Strain      CaMHB                       7H9 + OADC                        Sauton     ASM 
  ETH NITD-916           ETH        NITD-916            ETH      NITD-916 ETH    NITD-916 

 CIP104536T (S) 25   1.56                12.5            6.25                6.25         0.195  25          0.78 

 NITD916R2 (S) 25  >200                12.5           >200                6.25         >200  25          >100 
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Table S2. Activity of INH, NITD-916 and the quinoline-INH hybrid 16g1 against M. abscessus 

strains overexpressing KatGMTB. MIC (µg/mL) were determined in CaMHB at 30 °C. Results 

were confirmed in two separate experiments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1)  Alcaraz, M.; Sharma, B.; Roquet-Banères, F.; Conde, C.; Cochard, T.; Biet, F.; Kumar, V.; Kremer, 

L. Designing Quinoline-Isoniazid Hybrids as Potent Anti-Tubercular Agents Inhibiting Mycolic Acid 

Biosynthesis. Eur J Med Chem 2022, 239, 114531. 

https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2022.114531. 

 

 

 

 

 

  

                               MIC (µg/mL)  
Strain INH NITD-916 16g 
CIP104536T (S) > 1000 1.56 > 200 

CIP104536T (S) + 

pSMT3-katGMTB-tdTomato 62.5 1.56 100 

CIP104536T (R) > 1000 1.56 > 200 

CIP104536T (R) + 

pSMT3-katGMTB-tdTomato 
62.5 1.56 100 
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Table S3. Crystallographic data collection and refinement statistics.  

 

 
 
 

 
 
 

 

 

  

  

Data collection and processing InhAMAB with NITD-916 and NAD 
Wavelength (Å) 0.97872 
Resolution range (Å) 50 ʹ 1.45 
Space group C2 
Unit Cell 78.31, 102.31, 76.82 / 90, 114.65, 90 
Total reflections 95,830 (6037) 
Multiplicity 3.87 (2.26) 
Completeness (%) 98.2 (84.4) 
Mean I/sigma(I) 18.13 (4.29) 
Wilson B-factor (Å2) 11.58 
R-merge (%) 4.6 (22.8) 

Refinement InhAMAB with NITD-916 and NAD 
Number of reflections 93,841 
Number of R-free reflections 1989 
R-work % 15.05 
R-free % 17.87 
RMS(bonds) 0.005 
RMS(angles) 0.840 
Ramachandran plot  
     Favored (%) 96.4 
     Allowed (%) 3.6 
     Outliers (%) 0 
PDB ID 7U0M 
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Table S4. Differential scanning fluorimetry (DSF) measurements on InhAMAB. 

Sample Melting Temperature Tm (qC) 
 Rep1 Rep2 Rep3 Avg SD ('Tm) 
Apoenzyme 39.5 39.5 39.0 39.3 0.2 -- 
NAD 40.0 40.0 39.5 39.8 0.2 +0.5 
NAD & NITD-916 54.0 54.0 54.0 54.0 0.0 +14.7 
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Table S5. Interactions between NITD-916 and other antibiotics against M. abscessus 
CIP104536T (S) and CIP104536T (R) were determined using the checkerboard assay in CaMHB 
and MICs evaluated by REMA (resazurin microtiter assay). Plates were incubated for 4 days at 
30 °C, after which 10 µL (10%, vol/vol) of resazurin 0.025% was added to the wells and 
incubated overnight at 30 °C.  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

The Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) was calculated as follows: FICI = (MIC drug A in 
combination/MIC drug A alone) + (MIC drug B in combination/MIC drug B alone), where drug A was NITD-916 
and drug B was imipenem (IPM), amikacin (AMK), rifabutin (RFB), cefoxitin (CFX), bedaquiline (BDQ), clofazimine 
(CFZ) or EJMCh6 (benzimidazole inhibiting MmpL3). Interaction between the two compounds was defined as 
synergistic when FICI was ч 0.5, indifferent when 0.5 < FICI ч 4, and antagonistic when FICI was > 4.   

CIP 104536T (S)            Interaction with NITD-916 
Compound MIC (µg/mL) FICI score (mean ± SD) Outcome 
IPM 16 0.75 ± 0.21 Indifferent 
AMK 50 1.25 Indifferent 
RFB 50 1.21 ± 0.07 Indifferent 
CFX 64 1.17 ± 0.07 Indifferent 
BDQ 0.0625 1.125 Indifferent 
CFZ 1 0.917 ± 0.26 Indifferent 
EJMCh6 0.125 1.052 ± 0.07 Indifferent 
CIP 104536T (R)            Interaction with NITD-916 
Compound MIC (µg/mL) FICI score (mean ± SD) Outcome 
IPM 16 0.625 Indifferent 
AMK 50 1.25 Indifferent 
RFB 12.5 1.17 ± 0.07 Indifferent 
CFX 64 0.83 ± 0.07 Indifferent 
BDQ 0.0625 1.125 Indifferent 
CFZ 1 0.833 ± 0.26 Indifferent 
EJMCh6 0.125 1.542 ± 0.44 Indifferent 
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Figure S1. Cytotoxicity assay of NITD-916, isoniazid (INH) and rifabutin (RFB) on THP-1 
differentiated macrophages. Cells were differentiated with PMA for 48 hrs and exposed to 
increasing concentration of either NITD-916, INH or RFB (starting at 100 µg/mL) for an 
additional 24 hrs (A) or 72 hrs (B) at 37 °C in the presence of 5% CO2. Results are the mean of 
three independent experiments done in duplicates. 
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Figure S2. (A) Percentage of THP-1 macrophages at 0, 1 and 3 days post-infection with M. abscessus 
CIP104536T (S) (MOI of 2:1) in the absence (UNT) of antibiotics or presence of NITD-916 (1.56 µg/mL 
and 15.6 µg/mL) or RFB (12.5 µg/mL). DMSO-exposed cells were included as controls. Results are 
expressed as mean values ± SD for three independent experiments with 30 fields per condition. Data 
were analyzed using the Mann-Whitney t test. ****, P ч� Ϭ͘ϬϬϬϭ͘� (B) Representative immuno-
fluorescent fields were taken at 1 and 3 days post-infection showing macrophages infected with M. 
abscessus expressing TdTomato (red) in the absence of antibiotics (UNT) or in the presence of NITD-
916 (1.56 µg/mL and 15.6 µg/mL) or RFB (12.5 µg/mL). DMSO-exposed cells were included as 
controls. The surface and the endolysosomal system of the macrophages were detected using anti-
CD63 antibodies (green). The nuclei were stained with DAPI (blue). White arrows indicate individual 
or mycobacterial aggregates. Scale bar, 50 µm. (C) Percentage of macrophages categories infected 
with different number of bacilli (<5 bacilli/cell, 5 to 10 bacilli/cell, >10 bacilli/cell). The categories 
were counted at 0, 1 and 3 days post-infection in the absence of antibiotics or in the presence of 
NITD-916 (1.56 µg/mL and 15.6 µg/mL) or RFB (12.5 µg/mL). Untreated (UNT) or DMSO-exposed 
cells were included as controls. Data are mean values ± SD for three independent experiments. 
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Figure S3. (A) Differential scanning fluorimetry (DSF) thermal shift analysis of InhAMAB in the 

apoenzyme state (blue curves in triplicate), in the presence of NAD (red curves) and NAD & 

NITD-916 (purple curves). (B) First derivative profiles of melting curves. 
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Figure S4. Multiple sequence alignments using Clustal Omega and the Jalview software of the 
InhA proteins from M. tuberculosis (MTB), M. abscessus (MAB), M. leprae (MLP), M. bovis 
(MBOV), M. marinum (MMAR), M. avium (MAC) and M. kansasii (MKAN). The percentage of 
protein identity relative to InhAMTB is indicated in the left margin. The red rectangle indicates the 
position of the highly conserved Gly96 residue. 
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Article 3 : “In vitro and in vivo efficacy of NITD-916 against Mycobacterium fortuitum”, 

Françoise Roquet-Banères*, Matthéo Alcaraz*, Claire Hamela*, Jan Abendroth, Thomas E. Edwards, et 

Laurent Kremer. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2023, Vol 67, N° 4, Page 1607-1622, 

PMID : 36920188, DOI : 10.1128/aac.01607-22. 

 

 

M. fortuitum est l’une des espèces mycobactériennes à croissance rapide les plus retrouvées dans les 

infections avec M. abscessus, notamment chez des patients atteints de mucoviscidose ou avec des 

pathologies sous-jacentes. Le traitement de ce pathogène reste difficile en clinique en raison de sa 

résistance accrue aux antibiotiques, à l’instar des autres mycobactéries, ce qui souligne un besoin de 

développer de nouvelles thérapeutiques. 

De par la haute identité entre les protéines InhA de M. abscessus et M. fortuitum (près de 90%), nous 

avons ainsi évalué l’activité de l’inhibiteur NITD-916 également sur ce pathogène opportuniste 

émergent. Ce composé a une très bonne activité in vitro contre un panel de souches cliniques à faible 

concentration, ainsi que dans un modèle macrophagique. De plus, nous avons pu étudier l’efficacité 

de ce composé dans un modèle d’infection de poisson zèbre. Un traitement de courte durée au NITD-

916 permet une protection significative des embryons infectés, corrélée à une baisse de la charge 

bactérienne et des symptômes associés.  

D’un point de vue mécanistique, identiquement à ce que l’on retrouve chez M. tuberculosis ou 

M. abscessus, NITD-916 inhibe la synthèse des acides mycoliques chez M. fortuitum de manière InhA 

dépendante. La résolution de la structure cristallographique du complexe InhA:NADH:NITD-916 a 

permis de confirmer l’inhibition directe de cette enzyme. 

Dans l’ensemble, ces travaux valident InhA comme une cible à développer également chez 

M. fortuitum et indiquent que NITD-916 est actif contre ce pathogène ce qui renforce l’idée de devoir 

le prendre en compte dans de futures évaluations précliniques ainsi que de développer des molécules 

partageant son mécanisme d’action. 
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ABSTRACT Mycobacterium fortuitum represents one of the most clinically relevant
rapid-growing mycobacterial species. Treatments are complex due to antibiotic resist-
ance and to severe side effects of effective drugs, prolonged time of treatment, and
co-infection with other pathogens. Herein, we explored the activity of NITD-916, a
direct inhibitor of the enoyl-ACP reductase InhA of the type II fatty acid synthase in
Mycobacterium tuberculosis. We found that this compound displayed very low MIC val-
ues against a panel of M. fortuitum clinical strains and exerted potent antimicrobial ac-
tivity against M. fortuitum in macrophages. Remarkably, the compound was also
highly efficacious in a zebrafish model of infection. Short duration treatments were
sufficient to significantly protect the infected larvae from M. fortuitum-induced killing,
which correlated with reduced bacterial burdens and abscesses. Biochemical analyses
demonstrated an inhibition of de novo synthesis of mycolic acids. Resolving the crystal
structure of the InhAMFO in complex with NAD and NITD-916 confirmed that NITD-916
is a direct inhibitor of InhAMFO. Importantly, single nucleotide polymorphism leading
to a G96S substitution in InhAMFO conferred high resistance levels to NITD-916, thus
resolving its target in M. fortuitum. Overall, these findings indicate that NITD-916 is
highly active against M. fortuitum both in vitro and in vivo and should be considered
in future preclinical evaluations for the treatment of M. fortuitum pulmonary diseases.

KEYWORDS Mycobacterium fortuitum, NITD-916, InhA, mycolic acid, macrophage,
zebrafish, infection

Infections caused by nontuberculous mycobacteria (NTM) are increasing globally, par-
ticularly in countries where the incidence of tuberculosis is declining (1). NTM are

environmental microorganisms, capable to induce persistent infections in individuals
with an impaired local or systemic immunity. NTM pulmonary diseases represent the
most frequently encountered clinical manifestations and can involve slow-growing
and rapid-growing mycobacteria (RGM), and has become a public health concern
around the world as well as in China (2). Mycobacterium fortuitum represents the sec-
ond most frequent RGM after M. abscessus and can sometimes be isolated in cystic fi-
brosis (CF) patients (3). Several clinical cases have also reported catheter infections,
postsurgical infections, peritonitis, eye infections, and pulmonary infections (4, 5). In
addition to the lungs (6), M. fortuitum can also affect many areas of the body (7),
including the skin (8), bones (9), or lymph nodes (10). M. fortuitum pulmonary disease
occurs predominantly in patients with underlying conditions, such as posttuberculosis
changes (11), severe chronic obstructive pulmonary disease (COPD), and cancer (12). It
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is generally associated with a poor prognosis and about a third of the affected patients
reported in the literature die, despite chemotherapy. The recent established guidelines
for M. fortuitum pulmonary diseases recommend a combination of two or three drugs
(13). Treatment often includes one or two intravenous drugs to be continued for an ini-
tial period (4 to 16 weeks)—amikacin and/or imipenem—and at least two oral drugs—
a fluoroquinolone (moxifloxacin or levofloxacin), co-trimoxazole, linezolid, clofazimine,
doxycycline—should be continued until at least 12 months after conversion to culture
negative to complete the treatment regimen. However, there is limited clinical evi-
dence to support these treatment regimens. In addition, M. fortuitum infections have
been reported with a high prevalence of resistance to several drugs, including macro-
lides, b-lactams, aminoglycosides and tetracyclines, and also antituberculosis (TB)
drugs such as isoniazid (INH), rifampin, ethambutol, clofazimine, ethionamide, and rifa-
butin (14, 15). M. fortuitum is considered resistant to INH because it expresses two
unrelated catalase-peroxidases (KatGI and KatGII) that are unlikely able to activate INH
efficiently (16), thus highlighting the potential of testing direct inhibitors of InhA to
counteract KatG-mediated resistance. The intrinsic resistome potentially responsible for
the broad resistance levels to many antibiotic classes has recently been emphasized
through analysis of a large set of availableM. fortuitum genomes (17).M. fortuitum strains
have also been reported to express inducible clarithromycin resistance due to the pres-
ence of erm(39) (18), highlighting the need for alternative antibiotics to treat these infec-
tions. Thus, in order to increase the performances of the current drug regimens against
M. fortuitum diseases, new effective compounds targeting so far untapped target/path-
ways are needed.

The unique cell wall lipids, including mycolic acids, produced in mycobacteria play
essential roles in the physiology and virulence of these bacteria (19). In addition, the
mycolic acid biosynthetic pathway represents a validated site of action for the first-
intent drug INH and the second-intent drug ethionamide (ETH) (20). Therefore, this
pathway has also significant potential as a target for the development of novel anti-
mycobacterial drugs, not only in M. tuberculosis (21, 22) but also in NTM. In support of
this view, we recently demonstrated that inhibition of the mycolic acid pathway has
translational potential for treatment and control of M. abscessus pulmonary diseases
(23). This proof-of-concept was verified through the use and mode of action of the 4-
hydroxy-2-pyridone lead candidate NITD-916, initially discovered in a phenotypic
screen against M. tuberculosis (24). We reported the potent in vitro activity of NITD-916
against M. abscessus, through direct inhibition of the enoyl-ACP reductase InhA, lead-
ing to the arrest of mycolic acid biosynthesis. Importantly, NITD-916 reduced the intra-
cellular bacterial loads in M. abscessus-infected macrophages and diminished both the
number and size of cords. This compound was also very active in CF patient-derived al-
veolar organoids recapitulating the CF airway dysfunctions and characterized by the
presence of a thick mucus and increased susceptibility to M. abscessus infection (25).

These results prompted us to investigate whether NITD-916 may also exert activity
in M. fortuitum through InhA inhibition, thus offering potential for future chemothera-
peutic developments against M. fortuitum infections. In this study, we describe the
mechanism of action of the NITD-916 in M. fortuitum and assess its activity of in vitro,
in macrophages as well as in a zebrafish model of infection.

RESULTS
NITD-916 displays potent in vitro activity againstM. fortuitum strains. The activ-

ity of NITD-916 was first tested against the reference strain ATCC 6841 in three differ-
ent broth media (Table 1). Following the CLSI guidelines (26), the MIC was found to be
extremely low in CaMHB (MIC = 0.04 mg/mL). The MIC was higher in 7H9OADC (0.31 mg/
mL) or in Sauton’s medium supplemented with OADC (0.16 mg/mL). Conversely, the
MIC of INH was much lower in 7H9OADC or Sauton’s media than in CaMHB (50 mg/mL).
This indicates that the MIC of NITD-916 and INH vary considerably depending on the
medium used and that NITD-916 exerts a much more pronounced activity than INH
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against M. fortuitum. We next determined the potency of NITD-916 using a panel of
nine clinical isolates. All strains were highly susceptible to NITD-916 (MIC = 0.16 to
0.31 mg/mL) (Table 2) while remaining poorly responsive to INH (50 to 100 mg/mL).
These isolates remained susceptible to amikacin (AMK) although MIC values (5 to
10 mg/mL) were slightly higher than those reported by others (MIC = 1 mg/mL) (27).
Altogether, these results demonstrate that NITD-916 exerts strong activity on M. fortui-
tum strains in vitro.

To assess the influence of NITD-916 in liquid culture, exponentially growing M. fortui-
tum was exposed to 0.02, 0.04, 0.16, and 0.31 mg/mL NITD-916 (corresponding to 0.5!,
1!, 4!, and 8! MIC), followed by CFU counting at various time points. This resulted in
noticeable growth inhibition (Fig. 1). At 0.04 mg/mL, NITD-916 exerted a bacteriostatic
effect during the 4 days of treatment. At 0.16 mg/mL, a 2-Log drop in the CFU was
observed during the first 72 h of exposure to the compound, after which the CFU counts
remained stable. No further decrease in the CFU counts occurred at higher concentra-
tions. This suggests that NITD-916 displays a moderate bactericidal activity at concentra-
tions above the MIC. This pattern of growth and kill was very similar to the one of AMK,
included an internal control drug. However, while AMK showed only limited bactericidal
activity at 1! MIC (5 mg/mL) (Fig. 1), previous studies reported a concentration-depend-
ent activity of AMK with the main fall in CFU observed at 4! MIC or higher (27).

G96S mutations in inhAMFO confer high resistance levels to NITD-916. Single nu-
cleotide polymorphisms in inhA, encoding the enoyl-ACP reductase InhA involved
mycolic acid biosynthesis, have been identified previously in M. tuberculosis (InhAMTB) (24)
and in M. abscessus (InhAMAB) mutants resistant to NITD-916 (23). Multiple sequence align-
ments indicate that InhAMFO is highly conserved, sharing 89.6% identity with InhAMAB and
88.5% with InhAMTB (Fig. 2A). To address whether mutations in inhA confer high resistance
levels to NITD-916 in M. fortuitum, we selected independent clones growing on agar sup-
plemented with 3.1 mg/mL NITD-916 at frequencies estimated to 1.3 ! 1027 (Table 3).
Subsequent MIC determination of the two selected colonies confirmed their high resist-
ant levels to NITD-916 (MIC = 5 to 10 mg/mL), corresponding to an ;128-fold increased
resistance level compared to the parental strain. Both resistors remained susceptible to
AMK and INH (Table 3). PCR/sequencing of the inhAMFO locus identified amino acid
replacements at position 96, similarly to mutations identified previously in M. abscessus

TABLE 1 Characteristics MIC (inmg/mL) of INH and NITD-916 determined in CaMHB,
Middlebrook 7H9 supplemented with OADC or Sauton’s medium supplemented with OADC
at 30°C againstM. fortuitum ATCC 6841a

Strain

CaMHB 7H9+ OADC Sauton+ OADC

INH NITD-916 INH NITD-916 INH NITD-916
ATCC 6841 50 0.04 6.25 0.31 1.56 0.16
aThe values shown are representative of three independent experiments.

TABLE 2 Activity of NITD-916 againstM. fortuituma

Strain AMKb INH NITD-916
ATCC 6841 5 50 0.04
#2 5 100 0.16
#3 5 50 0.16
#4 5 50 0.16
#5 10 50 0.31
#6 10 100 0.31
#7 10 50 0.16
#8 10 100 0.16
#9 10 100 0.31
#10 5 100 0.31
aThe MIC (mg/mL) was determined in CaMHB at 30°C against the reference ATCC 6841 strain and 9 clinical
isolates. The values shown are representative of three independent experiments.

bAMK, amikacin; INH, isoniazid.
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and M. tuberculosis resistant mutants (23). Both M. fortuitumR18 and M. fortuitumR20 resis-
tors harbored a G96S point mutation. Introduction of the pMV261_inhAMAB construct (23)
in M. fortuitumR18 resulted in a 2- to 4-fold decrease in the MIC value of NITD-916 (data
not shown), thus indicating that complementing the defective inhA gene with a wild-type
copy of the gene was associated with a slight increase in susceptibility to NITD-916.

Crystal structures of InhAMFO with NAD and NITD-916.We obtained a crystal struc-
ture of the InhAMFO holoenzyme complex with NAD at 1.8 Å resolution (Table S1). As with
other InhAMTB and InhAMAB holoenzyme complexes the a-helix spanning residues T196-G204
(a5) resides close to the nicotinamide ring of NAD, generating a closed, small substrate
pocket. In the inhibited InhAMFO ternary complex crystal structure obtained at 2.05 Å resolu-
tion this a-helix moves away from NAD to accommodate the inhibitor NITD-916 (Fig. 2B).
Concomitantly, the a-helix spanning residues E210-A226 (a6) moves toward the substrate
binding pocket to interact with the inhibitor. The InhAMFO ternary complex with NAD and
NITD-916 is overall nearly identical to that obtained for InhAMTB and InhAMAB (Fig. 2C). This
result is expected based on similar overall sequence identity between the mycobacterial spe-
cies and similar overall efficacy of NITD-916. The site of resistance G96S forms packing inter-
actions with the phenyl ring of NITD-916 in a manner similar to that observed in the other
mycobacterial species. Mutation of this residue to a serine would be expected to sterically
clash with the ligand, thereby decreasing its potency; this is also close to the 39 hydroxyl on
the nicotinamide portion of the substrate and the G96S mutation could also cause loss of fit-
ness of mycobacterial InhA.

NITD-916 inhibits mycolic acid biosynthesis by targeting InhAMFO. The above-
mentioned results strongly suggest that NITD-916 targets the enoyl ACP reductase
InhA in M. fortuitum and is likely to inhibit de novo synthesis of mycolic acids. M. fortui-
tum produces essentially a- and epoxy-mycolic acids as well as variable amounts of a’
and/or v1-methoxy mycolic acids, depending on the strain (28, 29). To confirm that
NITD-916 affects the mycolic acid profile, M. fortuitum cultures were pretreated with
increasing concentrations of NITD-916 prior to labeling with 1 mCi/mL [14C]acetate.
Radioactive lipids were extracted, methyl-esterified and separated by TLC. The de novo
synthesis of a-, a’-, and epoxy-mycolates was drastically altered in a dose-dependent
fashion and production was abrogated in the presence of 1.25 mg/mL NITD-916 (Fig.
2D). Ethionamide (ETH), a drug known to inhibit InhA and whose biotransformation is
dependent on EthA (30), was included as a positive control. ETH abrogated mycolic
acid biosynthesis at very high concentrations (500 mg/mL), in agreement with its high
MIC value (32 to 64 mg/mL; data not shown). However, the synthesis FAMEs remained
unaffected by NITD-916. This indicates that NITD-916 specifically inhibits the type II but
not the type I fatty acid synthase, consistent with inhibition of InhAMFO. In contrast, the
mycolic acid profile in M. fortuitumR18 carrying a G96S mutation in InhAMFO was charac-
terized by a lack of mycolate inhibition compared to the parental strain (Fig. 2E).

FIG 1 In vitro activity of NITD-916 against M. fortuitum. M. fortuitum ATCC 6841 was exposed either
to 0.02, 0.04, 0.16, 0.31 mg/mL NITD-916 or 5 mg/mL AMK in CaMHB at 30°C. At various time points,
bacteria were plated on LB agar and further incubated at 37°C for 3 days prior to CFU counting.
Results from each drug concentration are representative of three independent experiments.
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Mycolates were still produced at 1.25 mg/mL NITD-916, a concentration which abro-
gated mycolic acid biosynthesis in the parental strain. This supports the idea that the
G96S replacement alters the activity of the inhibitor, most probably by preventing the
binding of the drug into InhAMFO. Overall, biochemical and genetic data underscore

FIG 2 Structural basis of inhibition of M. fortuitum InhA by NITD-916 and effect on mycolic acid biosynthesis. (A) Multiple sequence alignments using
Clustal Omega and the Jalview software of the InhA protein from M. fortuitum (MFO) along with InhA from M. abscessus (MAB) and M. tuberculosis (MTB).
The percentage of protein identity is indicated in the left margin. The star highlights the position of the highly conserved Gly96 residue. (B) Crystal
structures of M. fortuitum InhA bound to NAD alone (gray ribbons) or NAD and NITD-916 (green ribbons and sticks). The a-helix spanning residues Thr196-
Gly204 moves away from the active site pocket (red arrow) to accommodate the inhibitor NITD-916 in a manner similar to how it would accommodate its
substrate. Resistance mutants arise at Gly96, labeled in red. (C) Overlay of the crystal structures of M. fortuitum InhA (green), M. abscessus InhA (magenta),
and M. tuberculosis InhA (cyan) bound to NAD and NITD-916. (D) M. fortuitum cultures were grown in 7H9OADC Tyloxapol 0.025% at 37°C with agitation for
1 h in the presence of increasing concentrations of either ethionamide (ETH) or NITD-916. Bacteria were then labeled with [14C]acetate for 2 h at 37°C with
agitation prior to mycolic acid extraction. Equal counts (50, 000 cpm) of radiolabeled lipids were loaded onto a TLC plate and resolved using the solvent
system petroleum ether/acetone (95/5, vol/vol). (E) M. fortuitum WT and M. fortuitumR18 carrying a G96S mutation in InhAMFO were grown in the presence of
increasing concentrations of NITD-916. Mycolic acid labeling, extraction and separation were processed as in (D).
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the mode of action of NITD-916, which abolishes mycolic acid biosynthesis by target-
ing InhAMFO.

Reduced intramacrophage M. fortuitum loads upon treatment with NITD-916.
Because there is little information available regarding the kinetic ofM. fortuitum growth in
macrophages, we first monitored intramacrophage growth at 1 and 3 days postinfection
(dpi) after infection of THP-1 cells using an MOI 5:1. While no increase was noticed at
1 dpi, a "2 Log increase in the CFU was observed at 3 dpi, compared to the inoculum
(Fig. 3A). To exclude the possibility of extracellular bacterial growth, macrophages were
treated with 25 mg/mL AMK for 2 h and were extensively washed every day and replen-
ished with fresh medium. However, despite AMK treatment and washing, plating the
washes on LB agar revealed the presence of extracellular bacilli, corresponding approxi-
mately to "3.5% of the intracellular bacterial loads (not shown). It appears also reasona-
ble to propose that the AMK pulse interfered with the intracellular growth of M. fortuitum
during the first 24 h postinfection, thereby limiting the intracellular replication ofM. fortui-
tum observed at 1 dpi. This is supported by the fact that 5 mg/mL AMK is sufficient to in-
hibit in vitro growth of M. fortuitum (Fig. 1). That M. fortuitum has the capacity to survive
and grow intracellularly prompted us to assess the efficacy of NITD-916 in infected THP-1
macrophages. Previous studies have shown that NITD-916 exerts very little cytotoxicity af-
ter exposure of THP-1 to the drug for 1 or 3 days (23). Results in Fig. 3A indicate that
NITD-916 did not affect the intracellular loads at 1 dpi as the CFU counts were compara-
ble to those in the inoculum. However, there was a marked and dose-dependent decrease
in the intracellular loads at 3 dpi. At 0.62 mg/mL (the highest concentration tested), there
was a "3 Log decrease in the CFU counts compared to the untreated cells at 3 dpi. At
this dose, the efficacy of NITD-916 was slightly lower than following treatment with
16mg/mL IPM, for which a growth inhibitory effect was already noticed at 1 dpi.

To further investigate the effect of the drug treatment on infected cells, macrophages
were infected with eGFP-expressing M. fortuitum, exposed to either DMSO, NITD-916, or
IPM and stained with anti-CD63 antibodies and DAPI. Quantification of the percentage
of infected macrophages indicated that concentrations of NITD-916$ 0.16mg/mL signif-
icantly reduced the proportion of macrophages infected with M. fortuitum (Fig. 3B). This
was further emphasized by examining the cells by at 3 dpi (Fig. 3C). At this time point,
very few infected cells were observed in the presence of 0.62mg/mL NITD-916.

Collectively, these results indicate that NITD-916 can permeate both the host cell
membrane and the cell envelope of intracellular M. fortuitum, showing potent activity
against the bacteria within infected macrophages.

NITD-916 increases survival of M. fortuitum-infected zebrafish embryos. We
took advantage of the zebrafish embryo as an amenable model to study the chronology
of systemic M. fortuitum infections and found that intravenous injection of M. fortuitum
leads to aggressive and lethal infections in wild-type embryos, with worsening effects in
the absence of either functional innate immunity or CFTR (31). However, while this
model appears particularly conducive to spatiotemporal imaging of M. fortuitum infec-
tions, it has not been exploited yet to assess the in vivo efficacy of antibacterial agents
against M. fortuitum. We, thus, reasoned that it may represent an interesting biological
system allowing noninvasive observations to evaluate, in real time, the efficacy of NITD-
916 in a living vertebrate, as shown previously for other NTMs, such as M. marinum (32,

TABLE 3 Characteristics of two NITD-916 spontaneous resistant mutants ofM. fortuituma

MIC (mg/mL) Mutation in inhAMFO

Strain AMK INH NITD-916 SNP AA change Frequency of mutation
ATCC 6841 5 50 0.04
M. fortuitumR18 5 50 10 G286A G96S 1.3! 1027

M. fortuitumR20 5 50 to 100 5 to 10 G286A G96S 1.3! 1027

aMIC (mg/mL) were determined in CaMHB at 30°C. Resistant strains were derived from the ATCC 6841 reference
strain in 7H10OADC supplemented with 3.1mg/mL NITD-916. Single-nucleotide polymorphism (SNP) in inhAMFO

and corresponding amino acid (AA) changes as well as the frequency of mutation are indicated. The MIC values
shown are representative of three independent experiments.
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33) or M. abscessus (34–38). In a first set of experiments, noninfected embryos at 2 days
postfertilization (dpf) were exposed to increasing concentrations of NITD-916, ranging
from 0.4 to 6 mg/mL. The compound was changed on a daily basis for 4 days. No signs
of toxicity-induced killing or developmental abnormalities were observed, even at the
highest concentration tested (6 mg/mL). Complete embryo survival was recorded, even
at 6 mg/mL, indicating that, at the concentrations tested, NITD-916 was totally safe (Fig.
S1). Next, eGFP-expressing M. fortuitum was injected in the caudal vein of embryos at 30
h postfertilization (hpf) and subsequently exposed at 1 dpi for 4 days to 2, 4, or 6 mg/mL
NITD-916 and the fate of the treated embryos was monitored as illustrated in Fig. 4A. A

FIG 3 Intracellular activity of NITD-916 on M. fortuitum-infected THP-1 cells. (A) Macrophages were infected with M. fortuitum ATCC
6841 at an MOI of 5:1 for 4 h, washed and treated with 25 mg/mL AMK for 2 h to kill the remaining extracellular bacteria. Infected
cells were then exposed to either NITD-916 at the indicated concentrations, AMK or IPM. Untreated (UNT) or DMSO-exposed cells
were included as controls. Cells were washed three times on a daily basis. CFU were determined at 0, 1, and 3 days postinfection.
Data of four independent experiments in triplicates were analyzed with a Mann-Whitney t test. ***, P # 0.001; ****, P # 0.0001; ns,
nonsignificant. (B) Percentage of infected THP-1 macrophages at 0 and 3 days postinfection with M. fortuitum ATCC 6841 (MOI of 5:1)
in the absence (UNT) or presence of increasing concentrations of NITD-916 or IPM. DMSO-exposed cells were included as controls.
Results are expressed as mean values 6 SD for three independent experiments with 30 fields per condition. Data were analyzed
using the Kruskal-Wallis test. ****, P # 0.0001; ns, nonsignificant. (C) Representative immunofluorescent fields were taken at 0 and
3 days postinfection showing macrophages infected with M. fortuitum expressing eGFP in the absence of antibiotics (UNT) or in the
presence of either NITD-916 (1!, 0.04 mg/mL; 4!, 0.16 mg/mL; 8!, 0.31 mg/mL, 16!, 0.62 mg/mL) or IPM (1!, 16 mg/mL). The
surface and the endolysosomal system of the macrophages were detected using anti-CD63 antibodies (red). The nuclei were stained
with DAPI (blue). White arrows indicate individual or small mycobacterial aggregates. Scale bar, 50 mm.
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FIG 4 In vivo efficacy of NITD-916 against M. fortuitum infected embryonic zebrafish. (A) Schematic of the in vivo efficacy protocol
showing the timeline of zebrafish embryo infection (M. fortuitum expressing eGFP) with various exposure periods or with
different concentrations of NITD-916 (daily changes), and compound washout after treatment. dpi, days postinfection. FPC,
Fluorescence pixel count; DOT, days of treatment. (B, C, D, E) At 30 hpf, embryos were infected with approximately 2,800 CFU (B,
C) and 900 CFU (D, E) of M. fortuitum expressing eGFP via caudal vein injection. A standard uninfected controlled was included
for each experiment. At 1 day postinfection, embryos were randomly split into equal groups of approximately 24 embryos per
group and (B) varying concentrations of NITD-916 (2, 4, and 6 mg/mL) or 6 mg/mL (C) were added to the water. Drugs were
changed daily, after treatment, which embryos were washed twice in fresh embryo water and maintained in embryo water. The
duration of the treatment is indicated with a colored line along the x axis (1 day in green, 2 days in blue, 3 days in brown, and
4 days in orange or red). Embryo survival was monitored daily over an 11-days period. Each treatment group was compared
against the untreated control group with significant differences calculated using the log rank (Mantel-Cox) statistical test for
survival curves. (B) Three replicates and (C) two replicates. ****, P # 0.0001. (D) Representative embryos from the untreated group
(upper panel) or treated group (6 mg/mL NITD-916) during 1 day (middle panel) or 4 days (lower panel) imaged at 5 dpi. Scale
bar, 500 mm. At 4 DOT, the white arrows and white square indicate small infection foci. Enlargement scale bar, 30 mm. (E) The M.
fortuitum burden was quantified after 2 (3 dpi) or 4 (5 dpi) days of exposure to 6 mg/mL NITD-916 by determination of the FPC
using the ImageJ software. The data are from two experiments (containing approximatively 36 embryos per group), with each
data point representing one infected embryo. The error bar represents the mean and standard deviation of the data set.
Statistical comparison was done using a Welch’s t test, ****, P # 0.0001.
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significant increased survival was observed in all treated groups compared to the
untreated embryos (Fig. 4B). Remarkably, the 6mg/mL NITD-916 treatment extended the
life span of infected zebrafish, reaching "100% protection at 11 dpi, compared to 40%
for the untreated fish. To investigate whether reducing duration of treatment affects the
protective efficacy of NITD-916, infected embryos were exposed to 6 mg/mL NITD-916
for 1, 2, 3, or 4 days of treatment (DOT) and the efficacy of the treatment was judged by
monitoring the larval killing. Fig. 4C clearly shows that short treatments (1 or 2 DOT)
resulted in very high survival rates against M. fortuitum ("75% of survival at 11 dpi com-
pared to "30% to 40% for the untreated group) while the percentage of survival was
greater than 90% for longer periods of treatment (3 or 4 DOT). This dose-dependent
effect of NITD-916 was also supported by embryo imaging (Fig. S2). Together, these
results highlight a dose- and time-dependent effect of NITD-916 and indicate that this
compound is very efficient in this zebrafish test system againstM. fortuitum infection.

We next monitored the kinetic of the bacterial burden upon intravenous infection
of embryos by fluorescence microscopy (Fig. 4D) and determination of the fluorescent
pixel counts (FPC) (Fig. 4E) at 3 and 5 dpi in the presence of absence of NITD-916. The
addition of 6 mg/mL NITD-916 for 4 days in fish water was accompanied by an impor-
tant reduction in the number of FPC at both time points (Fig. 4E). In addition, whole
embryo imaging at 5 dpi clearly highlighted the massive effect of the compound after
1 DOT, which was further exacerbated after 4 DOT (Fig. 4D), consistent with bacterial
burden quantification (Fig. 4E). At 4 DOT, infection foci were generally not detected
and, eventually, only individual bacilli could be observed. This pronounced effect of
NITD-916 in reducing the bacterial burden is likely to explain the high protective effi-
cacy of the compound on embryo survival.

Reduced pathophysiological symptoms in infected larvae treated with NITD-
916. We previously showed that the zebrafish/M. fortuitum model recapitulates major
mycobacterial pathophysiological features, such as cording and abscess formation (31).
Extracellular cord formation within the embryo is often representative of acute infection
and can be indicative of mycobacterial escape form the phagosome and macrophage
destruction (Fig. 5A, left panel) (39–41). Abscess formation can be linked to loss of infec-
tion control, typically occurring following cord formation and expansion (39–41) and rep-
resenting a marker of disease severity, associated with cell debris, tissue destruction, and
acute infection (Fig. 5B, left panel) (39). We, thus, inquired whether treatment of NITD-
916 would be associated with limited physiopathological signs, as a consequence of the
reduced bacterial burden. Our results indicate that at both 3 and 5 dpi, treatment with
NITD-916 coincided with a significant reduction in the proportion of embryos with cords,
which was particularly evident after 4 DOT (Fig. 5A, right panel). We observed a signifi-
cant increase in the number of embryos with abscesses, from "30% to "50% between 3
and 5 dpi, in line with previous studies (31). Strikingly, we noticed a marked decrease in
the proportion of embryos with abscesses in the presence of NITD-916 at both time
points and this effect was dependent on the duration of the treatment (Fig. 5B, right
panel). After 4 DOT, we failed to detect abscesses in the treated fish. Collectively, these
results show that NITD-916 strongly reduces the physiopathological signs characterizing
acute and lethalM. fortuitum infections in the zebrafish model.

DISCUSSION
Infections caused by M. fortuitum isolates required long-term drug treatments due to

their inherent resistance levels to a large variety of antibiotics and standard disinfectants
(14, 42) and their capacity to assemble biofilms on surfaces that may contribute to bacte-
rial persistence (43). This emphasizes the urgent medical need to improve the performan-
ces of the current drug treatments against M. fortuitum diseases and the implementation
of new active molecules targeting untapped pathways. Guidelines for M. fortuitum treat-
ments recommend multidrug therapy (13) but none of the currently used drugs relies on
inhibition of the mycolic acid pathway, despite the fact that mycolic acids are essential
cell wall components in mycobacteria and represent the primary target of INH and ETH in
M. tuberculosis (20, 44). We have previously shown that this metabolic pathway represents
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an attractive target in M. abscessus and that the 4-hydroxy-2-pyridone lead candidate
NITD-916, originally identified in a phenotypic screen against M. tuberculosis (24) inhibits
InhA in M. abscessus (23). Importantly, NITD-916 significantly diminished the M. abscessus
burden in infected macrophages and reduced cording of the rough variant. Moreover,
NITD-916 reduced the bacterial loads in alveolar organoids derived from CF patients,
which are particularly susceptible to M. abscessus infection (25). These results prompted
us to explore the efficacy of the compound against M. fortuitum in vitro, in cellulo, and in
an animal model of infection.

In this study, we found that NITD-916 displays very low MIC values against a wide
panel of M. fortuitum clinical isolates characterized by a bacteriostatic activity in vitro at
1! MIC. Importantly, the compound showed very significant activity in reducing the
M. fortuitum burden in THP-1 macrophage after 3 days at concentrations correspond-
ing to 4! MIC and this effect was found to be dose-dependent, thus corroborating
previous results observed in M. abscessus-infected macrophages (23). We also report
here a robust and sustained activity of NITD-916 in infected zebrafish. Our results high-
light the in vivo efficacy of NITD-916 in this animal model, allowing to report the dose-
and time-dependent dynamics of infection foci formation/resorption. NITD-916 exerted

FIG 5 Impact of NITD-916 on the evolution of M. fortuitum-induced symptoms in zebrafish. (A)
Confocal microscopy image representing a M. fortuitum cord (eGFP-green) in the zebrafish tail (left
panel). Nuclei of cells are stained in blue (DAPI). Scale bar, 100 mm. Proportion of zebrafish embryos
with mycobacterial cords detected with fluorescence microscopy at 3 and 5 days postinfection after 1
or 4 DOT (right panel). Results are from two separate experiments containing 35 to 40 embryos per
group. Error bars represent standard deviations. Statistical analysis was performed using Ordinary
one-way ANOVA (data passed normality test). *, P # 0.05; **, P # 0.01; ns, nonsignificant. (B)
Representative image of a M. fortuitum abscess (eGFP-green) at 5 dpi (left panel). Scale bar, 300 mm
and enlargement scale bar, 100 mm. Proportions of embryos with abscess detected by fluorescence
microscopy at 3 and 5 days after infection after 1 or 4 DOT (right panel). Results are from three
separate experiments containing 34 to 40 embryos per group. Error bars represent standard
deviations. Statistical analysis was performed using Ordinary one-way ANOVA (data passed normality
test). *, P # 0.05; **, P # 0.01; ****, P # 0.0001.
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an excellent protective effect at concentrations that had no impact on embryo survival
or development. Importantly, we provide evidence that this compound drastically re-
stricted the bacterial burden, even during short exposure times to NITD-916. In addition,
we found that NITD-916 treatment was correlated with a significant reduction in cording
as well as in abscess formation, both assigned as typical signs of mycobacterial infections
and considered as marker of disease severity. Because cords and abscesses are depend-
ent on uncontrolled mycobacterial replication and expansion (39), it is very likely that
limited cords and abscesses are a direct consequence of bacterial growth inhibition by
NITD-916. That most effects (embryo survival, cording, abscesses) are enlightened after
only 1 DOT, this suggests that NITD-916 is acting very rapidly in vivo, which is of particu-
lar interest to reduce the duration of drug treatment, thereby limiting potential side
effects often occurring during prolonged therapy. In addition of representing an increas-
ing public health problem, the M. fortuitum group is recognized as a major causative
agent of both fresh and saltwater fish mycobacteriosis, associated with ulcerative derma-
titis as well as organomegaly and granulomatous lesions in the internal organs (45, 46).
Because control of these infections in fish react poorly to antibiotherapy, we propose
NITD-916 to be further evaluated as a potent drug candidate for the treatment and con-
trol of fish mycobacteriosis.

Overall, the present study reports the usefulness of zebrafish as a preclinical model
to evaluate in real time the efficacy of a drug against M. fortuitum in the sole context of
innate immunity. This biological system may also be further exploited for medium-
throughput screenings to rapidly identify new chemical scaffolds with in vivo activity
against M. fortuitum, as reported previously for M. marinum (33). Our genetic and bio-
chemical studies unambiguously indicated that NITD-916 inhibits de novo biosynthesis
of mycolic acids by directly binding to InhAMFO, thus sharing the same mode of action
than in M. tuberculosis or M. abscessus (23, 24). This is supported by the following rea-
sons: First, the high resistance levels to NITD-916 of two spontaneous mutants was
linked to the presence of G96S point mutations in InhAMFO, similarly to those reported
previously in M. abscessus (23). Second, the mycolic acid profile of M. fortuitumR18 carry-
ing the G96S mutation remained unchanged upon exposure to NITD-916, suggesting
that replacement of the conserved Gly96 residue by a bulkier amino acid is likely to
affect the binding of the inhibitor into InhAMFO. In contrast, M. fortuitumR18 remained
sensitive to INH, suggesting that Gly96 is probably not involved in the binding of the
INH-NAD adduct; Third, NITD-916 could be modeled in a NITD-916:NAD:InhAMFO ter-
nary complex. Together, these results clearly establish a proof of concept that NITD-
916 inhibits the enoyl reductase activity of InhAMFO and that targeting the fatty acid
elongation step leading to mycolic acid production represents an excellent pathway to
be exploited in future drug discovery programs against M. fortuitum. Previous work
indicated that NITD-916 has no mutagenic or cardiotoxicity potential and displays
good pharmacological properties (24). This is of particular interest to encourage com-
ing medicinal chemistry programs for the rational optimization of NITD-916-related
analogs with improved efficacy. In this context, the availability of the InhAMAB crystal
structure in complex with NAD and NITD-916 will drive the design and chemical syn-
thesis of such derivatives.

Another important feature to consider in future studies relies on the possibility to
increase the activity of NITD-916 when associated with other drugs used in clinical set-
tings. The absence of drug-drug interactions is critical for clinical development and
remains to be verified experimentally.

In summary, this study adds a new lead compound to the preclinical M. fortuitum
drug pipeline and provides an interesting chemical starting point for subsequent opti-
mization programs. It supports the view that targeting mycolic acid biosynthesis has
an important translational potential for the development of new treatments against M.
fortuitum infections. The in vitro and in vivo activity of NITD-916 underlines the interest
of this unexploited chemical entity and additional experimentation is now required to
test NITD-916 in mouse infection models developed for M. fortuitum (47, 48). It is also
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expected that the results arising from this study will be useful in guiding the develop-
ment of improved 4-hydroxy-2-pyridones and other direct InhA inhibitors currently
being evaluated as antitubercular drug candidates (49, 50) against M. fortuitum as well
as against other NTM.

MATERIALS ANDMETHODS
Mycobacterium fortuitum strains and culture conditions. M. fortuitum subsp. fortuitum (ATCC

6841) and M. fortuitum clinical isolates were routinely grown and maintained at 37°C in Middlebrook
7H9 broth (BD Difco) supplemented with 10% oleic acid, albumin, dextrose, catalase (OADC enrichment)
and 0.025% Tyloxapol (Sigma-Aldrich) (7H9OADC/T) or on Middlebrook 7H10 supplemented with 10%
OADC enrichment (7H10OADC). M. fortuitum carrying pVV16-eGFP (31) was maintained in 7H9OADC/T sup-
plemented with 100mg/mL kanamycin (Euromedex).

Drug susceptibility testing. The MICs were determined according to the CLSI guidelines (26). All
cultures were first incubated at 30°C for 1 week in either Cation-adjusted Mueller-Hinton Broth (CaMHB),
7H9OADC or Sauton’s medium supplemented with OADC. The broth micro-dilution method was used
with an inoculum of 5x106 CFU/mL in exponential growth phase in each medium. The bacterial suspen-
sion was seeded in 96-well plates (100 mL), except for the first column, to which 198 mL of the bacterial
suspension was added. In the first column, 2 mL of drug at its highest concentration was added to the
198 mL of bacterial suspension. Two-fold serial dilutions were carried out and the plates were incubated
for 4 days at 30°C. MICs were recorded by visual inspection. Assays were completed in duplicate in three
independent experiments.

Growth kinetics. To monitor growth inhibition of M. fortuitum ATCC 6841, 96-well plates were set-
up as for MIC determination (CaMHB, 30°C) and serial dilutions of the bacterial suspensions exposed to
increasing concentrations of NITD-916 or amikacin (AMK) were plated on LB agar plates after 0, 1, 2, 3,
and 4 days. CFU were counted after 3 days of incubation at 37°C. Results from each drug concentration
are representative of three independent experiments in triplicates.

Monitoring intramacrophage growth inhibition. Human THP-1 monocytes were grown in RPMI
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich) (RPMIFBS) and incubated at 37°C in
the presence of 5% CO2. Cells were differentiated with 20 ng/mL Phorbol Myristate Acetate (PMA) in 24-
well flat-bottom tissue culture microplates for 48 h at 37°C with 5% CO2. Wells were seeded with 105 cells
and infection with M. fortuitum (MOI 5:1) was carried out at 37°C in the presence of 5% CO2 for 4 h. After
extensive washing with 1! phosphate-buffered saline (PBS), macrophages were incubated with RPMIFBS

containing 25 mg/mL AMK for 2 h and washed again with PBS prior to the addition of 500 mL RPMIFBS

containing either DMSO (negative control), AMK, imipenem (IPM) or NITD-916. Drugs were renewed on a
daily basis. Cells were washed 3 times with PBS every day and lysed with 100 mL of 1% Triton X-100 after
0, 1, or 3 dpi. Serial dilutions of macrophage lysates were plated onto LB agar plates and colonies were
counted to determine intracellular CFU.

Microscopy-based infectivity assay. Differentiated THP-1 cells were grown on coverslips in 24-well
plates and infected with M. fortuitum carrying pVV16-eGFP (MOI 5:1) for 4 h. After treatment with 25 mg/mL
AMK, cells were exposed to DMSO, IPM or different concentrations of NITD-916 and fixed at 0 and 3 dpi with
4% paraformaldehyde in 1! PBS for 15 min. Cells were permeabilized using 0.2% Triton X-100 before block-
ing with 2% BSA in PBS supplemented with 0.2% Triton X-100 for 20 min. The surface and the endolysoso-
mal system of macrophages were detected using anti-CD63 antibodies (Becton, Dickinson; dilution 1:1,000
for 1 h) and Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse secondary antibody (Molecular Probes, Invitrogen; dilu-
tion 1:100 for 45 min). After staining of nuclei with DAPI (dilution 1:1,000), cells were mounted onto micro-
scope slides using Immu-mount (Calbiochem). The percentage of infected macrophages were quantified
using an Evos M7000 Imaging System (40!, Thermo Fisher Scientific) while images were acquired using a
confocal microscope (63!, Zeiss LSM880). For each condition, approximatively 1000 infected macrophages
were analyzed and quantification of the percentage of infection were performed using ImageJ software.

Ethics. Zebrafish experiments were completed under European Union guidelines for the handling of
laboratory animals (http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm). Housing and
husbandry were approved by the Direction Sanitaire et Vétérinaire de l’Hérault for the ZEFIX-CRBM zebra-
fish facility (Montpellier) (registration number C-34-172-39). Handling and experiments were approved by
“le ministère de l’enseignement supérieur, de la recherche et de l’innovation” under the reference
APAFIS#24406-2020022815234677 V3.

Zebrafish microinjection and infection. Single cell preparations of fluorescent M. fortuitum were
generated as previously described (31). At 24 hpf, embryos were dechorionated using Pronase (10 mg/
mL; Sigma-Aldrich) for up to 5 min at room temperature, followed by extensive washing in fish water. At
30 hpf, embryos were anaesthetized in 0.02% tricaine and infected with fluorescent M. fortuitum via cau-
dal vein injection (5 nL containing "560 bacteria/nL for survival experiments and 2 nL containing "450
bacteria/nL for FPC and symptom analyses). Bacterial inoculum was checked a posteriori by injection of 2
or 5 nL into sterile PBS and plating onto 7H10OADC. Following infection, embryos were transferred to 6-
well plates (12 embryos/well) and incubated at 28.5°C for the duration of the experiment. Embryo age is
expressed as days postinfection.

Zebrafish monitoring and live imaging. Embryo survival was monitored daily based on the pres-
ence or absence of a heartbeat. Survival curves were determined by counting dead larvae for up to
12 days, or until uninfected embryos begin to die. At designated time points postinfection, embryos
were anaesthetized in 0.02% tricaine solution and mounted on 3% (wt/vol) methylcellulose solution for

Efficacy of NITD-916 againstM. fortuitum Antimicrobial Agents and Chemotherapy

April 2023 Volume 67 Issue 4 10.1128/aac.01607-22 12

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.a

sm
.o

rg
/jo

ur
na

l/a
ac

 o
n 

29
 A

ug
us

t 2
02

3 
by

 1
93

.5
4.

11
0.

55
.

http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm
https://journals.asm.org/journal/aac
https://doi.org/10.1128/aac.01607-22


live imaging. Images were taken using a Zeiss Axio ZoomV16 coupled with an Axiocam 503 monochrome
camera (Zeiss). Fluorescent Pixel Count (FPC) measurements were determined using the ‘Analyze particles’
function in ImageJ. All experiments were completed at least two times independently.

Selection of NITD-916 resistant M. fortuitum mutants. Exponentially growing M. fortuitum were
plated on LB agar containing 3.1 mg/mL NITD-916. After 1 week of incubation at 37°C, two individual
colonies selected, grown in CaMHB and individually assessed for MIC determination and scored for re-
sistance to NITD-916. SNP identification was completed by PCR amplification using primers inhAMFO (F)
59-CCGGTCAGCTGCCCC-39 and inhAMFO (R) 59-GCACCCCTGCCGGAACG-39 to produce a 906-bp amplicon
for full coverage sequencing of the inhAMFO gene.

Mycolic acid analysis. M. fortuitum cultures were exposed to increasing drug concentrations of ei-
ther ethionamide (ETH) or NITD-916 for 1 h prior to metabolic labeling in the presence of 1 mCi/mL of
[2-14C]acetate (59 mCi/mmol, Perkin Elmer) for an additional 2 h at 37°C under shaking. Extraction of
total mycolic acids was carried out as previously reported (30). Bacterial pellets were washed and treated
with 15% tetrabutylammonium hydroxide (TBAH) at 100°C overnight. Fatty acids and mycolic acids were
methyl-esterified and extracted in diethyl ether. Lipid extracts were dried and resuspended in dichloro-
methane and separated by thin-layer chromatography (TLC). Fatty acid methyl esters (FAMEs) and
mycolic acid methyl esters (MAMEs) were developed in petroleum ether/acetone (95:5, vol/vol). The
[14C]-labeled FAMEs and MAMEs were analyzed using an Amersham Typhoon imaging system.

Crystal structure determination. M. fortuitum InhA (InhAMFO) was expressed and purified using
standardized structural genomics protocols (51, 52). Briefly, the fabI gene encoding InhAMFO was cloned
from genomic DNA into the bacterial expression vector BG1861, which encodes a N-terminal His6 tag.
The protein was expressed in BL21(DE3) cells with autoinduction media. Following centrifugation, the
cell pellet was stored at 280°C until purification. The cells were resuspended and lysed and purification
was performed via nickel affinity and size exclusion chromatography which showed a single main peak
with a slight shoulder. Fractions from the main peak (without the shoulder) were pooled and concen-
trated to 28.49 mg/mL with a final yield of 113 mg from 2 L of culture. InhAMFO was stored at280°C until
used in crystallography experiments. Apo InhAMFO crystallized under several conditions as large plates,
but these crystals yielded low angle diffraction unsuitable for X-ray data collection. In contrast, InhAMFO

crystallized as a large plate at 19 mg/mL with 5 mM NADH in the MCSG-1 crystallization screen condition
H3 (0.2 M lithium sulfate, 20% wt/vol PEG 3350); the crystal was cryoprotected with reservoir supple-
mented with 5 mM NADH and 20% vol/vol ethylene glycol. InhAMAB crystallized as a large plate at
19 mg/mL with 3.5 mM NADH and 3.5 mM NITD-916 in the JCSG1 crystallization screen condition A11
(0.2 M ammonium dihydrogen phosphate, 0.1 M Tris pH 8.5, 50% MPD); the crystal was harvested
directly without supplemental cryoprotection. The NADH and NADH/NITD-916 bound data sets were
collected at the Advanced Photon Source beamline 21 ID-F with a Rayonix MX-300 CCD detector at
0.97872 Å wavelength. The NADH-bound structure was solved by molecular replacement using MORDA
and the M. abscessus InhA structure (PDB ID 7L6C) as a search model (23). The structures were refined with
iterative rounds of refinement between Phenix (53) and Coot (54). X-ray diffraction images have been
uploaded to the Integrated Resource for Reproducibility in Macromolecular Crystallography (IRRMC) data-
base (www.proteindiffraction.org) (55). The InhAMFO crystal structures were deposited to the PDB with
accession codes 7K73 (NADH) and 7U0O (NADH & NITD-916).

Statistical analyses. Statistical analyses were performed on Prism 9.0 (GraphPad) and detailed for
each figure legend. *, P # 0.05; **, P# 0.01; ***, P# 0.001; ****, P# 0.0001; ns, nonsignificant.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
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ONLINE SUPPLEMENTAL INFORMATION 

 

Table S1. Crystallographic data collection and refinement statistics.  

 

 
 

 
 
 

  

Data collection and processing   InhAMFO with NAD InhAMFO with NITD-916 and NAD 
Wavelength (Å) 0.97872 0.97872 
Resolution range (Å) 50 ʹ 1.80 (1.84 ʹ 1.80) 50 ʹ 2.05 (2.10 ʹ 2.05) 
Space group P21 C2 
Unit Cell 94.94 90.98 91.91 / 90 90.96 90 79.30 101.54 76.48 / 90 114.36 90 
Unique reflections 112,564 (8,118) 34,582 
Multiplicity 3.8 (3.4) 3.6 (3.6) 
Completeness (%) 98.7 (96.2) 99.6 (99.8) 
Mean I/sigma(I) 18.2 (4.34) 13.32 (3.30) 
R-merge (%) 0.05 (0.268) 0.063 (0.391) 

Refinement InhAMFO with NAD InhAMFO with NITD-916 and NAD 
Number of reflections 112,536 34,555 
Number of R-free reflections 1925 2,035 
R-work % 0.146 0.205 
R-free % 0.177 0.247 
RMS(bonds) 0.010 0.007 
RMS(angles) 1.197 0.837 
Wilson B-factor (Å2) 24.64 26.94 
Ramachandran plot   
Favored (%) 95.58 95.30 
Allowed (%) 4.27 4.32 
Outliers (%) 0.15 0.38 
PDB ID 7K73 7U0O 
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Figure S1. Uninfected embryos were immersed in water containing increasing concentrations of 

NITD-916 (ranging from 0.4 to 6 µg/mL) for 4 days. The red bar indicates duration of the 

treatment. The graph shows the percentage of embryo survival exposed to the compound over a 

12-day period. Results are from two separate experiments. 
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Figure S2. Representative embryos from the untreated group and from the treated group with 2, 4 

and 6 µg/mL NITD-916 at 5 days post-infection (4 days of treatment). White arrowheads show 

eGFP-expressing bacteria. Scale bar, 300µm. * indicates autofluorescence of the yolk. 
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Les infections bactériennes dans leur globalité n’ont cessé d’augmenter ces dernières années 

tirant la sonnette d’alarme sur les infections bactériennes multirésistantes et l’utilisation exagérée ou 

inadéquate des antibiotiques. Les autorités sanitaires estiment que si rien n’est fait, à partir de 2050 

plus de 10 millions de décès annuels seront causés par ces infections bactériennes multirésistantes 

[519]. Les mycobactéries sont également concernées avec l’exemple frappant de la tuberculose. 

Définie comme l’une des infections les plus anciennes touchant l’Homme, elle est à ce jour de plus en 

plus décrite, avec de nombreuses solutions de traitement mises à disposition. Néanmoins, elle n’en 

reste pas pour le moins éradiquée à travers le monde et continue d’être préoccupante. De plus, une 

réelle émergence d’infections aux MNT apparaît, notamment à cause de certains pathogènes 

opportunistes à l’instar de M. abscessus, M. fortuitum ou encore M. avium. La prévalence mondiale 

des infections aux MNT, en constante hausse, est probablement sous-estimée en raison de l’absence 

de déclaration obligatoire dans certains pays, mais aussi de par la similarité avec les symptômes 

tuberculeux [520]. Cette confusion entraîne globalement une mauvaise prise en charge de l’infection 

et un traitement inadapté. Ces infections sont d’autant moins contrôlées chez des patients présentant 

des comorbidités, tels que les patients atteints de mucoviscidose sujets à des symptômes pulmonaires 

aggravés de la maladie. 

L’incidence grandissante et la sévérité des infections sont exacerbées par la limite rencontrée 

avec les traitements actuels. Les infections mycobactériennes sont très difficiles à traiter en clinique 

et on considère notamment l’espèce M. abscessus comme étant la plus résistance aux antibiotiques. 

En effet, le traitement recommandé est très long et aboutit souvent à des impasses thérapeutiques, 

ou bien à une rechute suite à un traitement non adapté ou inefficace. Les mycobactéries affichent de 

nombreux mécanismes de résistance innés ou acquis permettant de contourner l’efficacité des agents 

thérapeutiques présents sur le marché, comme nous avons pu le décrire pour M. abscessus au sein 

d’une revue présentée en Annexe 1. Il a également été montré que ce pathogène opportuniste 

présente une certaine plasticité génomique lui permettant de s’adapter rapidement à son 

environnement et acquérir de nouveaux facteurs de virulence ou gènes de résistance exogènes [521]. 

Ces constats soulignent la nécessité grandissante de proposer de nouvelles thérapies efficaces 

pour lutter contre ces infections, particulièrement dans une ère où la recherche de nouveaux 

antibiotiques reste un processus long, fastidieux et onéreux. C’est dans ce contexte qu’ont été initiés 

ces travaux de thèse qui ont eu pour objectif de mettre en évidence des molécules efficaces, mais 

également de décrypter et valider une nouvelle cible exploitable dans le traitement des infections 

aux MNT.  

Pour ce faire, une première approche a consisté à optimiser et modifier la structure de l’INH, 

afin de mettre en évidence de nouvelles entités chimiques présentant des activités améliorées contre 
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M. tuberculosis. Si l’INH est un antibiotique phare dans le traitement antituberculeux, son utilisation 

est associée à la recrudescence d’isolats cliniques résistants à cet antibiotique, d’où la nécessité 

d’apporter de nouveaux composés pour lutter contre la tuberculose. Une stratégie efficace peut 

consister en la  modification de molécules connues et validées en générant des dérivés avec des profils 

pharmacologiques plus favorables [522]. Un concept attractif en chimie médicinale consiste en la 

synthèse de molécules hybrides où au moins deux pharmacophores avec des fonctions biologiques 

différentes sont liés afin de profiter de chacune de leur action ou contrebalancer les effets secondaires 

de l’un ou de l’autre [523]. Par exemple, l’incorporation de groupements lipophiles dans des molécules 

contenant l’INH peut augmenter la pénétration du composé au sein du bacille pour agir plus 

efficacement [524]. Plus particulièrement, nous avons mis en évidence l’activité antituberculeuse de 

bases de Schiff hybrides d’INH 1H-1,2,3 triazoles liés à la quinoline (16a-16g). Ces résultats entrent 

dans la lignée de travaux précédents menés par l’équipe, en collaboration avec l’équipe du Pr Vipan 

Kumar, grâce à la description de l’apport des noyaux quinoline [525], isatine [526] ou triazole [527]. La 

quinoline s’avère être un groupement intéressant retrouvé dans de nombreux produits naturels ou 

autres composés efficaces et approuvés tels que la BDQ ou les fluoroquinolones tels que la MOX, et 

s’est montrée nécessaire à l’activité de ces conjugués, au même titre que la partie INH [524,525]. 

Des diarylquinolines sont actuellement en cours de développement et d’évaluation clinique tels que 

TBAJ-587 / TBAJ-876 (TB Alliance) [528,529] ou la sudapyridine (ou WX-081) [530], respectivement en 

évaluation clinique de phase I (NCT04890535 / NCT05526911) et phase II (NCT04608955) contre 

M. tuberculosis [531–533]. Les groupements azoles, et notamment les 1, 2, 3-triazoles, ont également 

montré leur importance et entrent dans la composition de plusieurs antituberculeux [534]. De 

nombreuses études ont montré l’attractivité de ce groupement comme en témoigne, de manière non 

exhaustive, le composé I-A09 [535], les dérivés imidazo-[1,2-a]-pyridine-1,2,3-triazoles [536] ou encore 

les hybrides isatine bis(isonicotinylhydrazone) [527]. Les hétérocycles 1,2,3-triazoles offrent de 

nombreux avantages aux molécules tels qu’une meilleure stabilité, une amélioration de la solubilité, 

ainsi qu’une meilleure activité antimicrobienne [537]. Bien que ces composés soient de grande taille 

et que les entreprises pharmaceutiques privilégient les petites molécules moins coûteuses à produire, 

celles-ci présentent des intérêts non négligeables de par leurs différents groupements apportant tous 

une plus-value. Globalement, les petites molécules diffusent mieux à travers les membranes mais la 

paroi riche en lipides des mycobactéries représente un véritable bouclier protecteur, ainsi des 

molécules lipophiles vont, à ce titre, être avantagées. Par conséquent, l’ajout d’un noyau lipophile à 

l’INH améliore sa diffusion à travers l’enveloppe et permettrait, dans certains cas, d’empêcher la N-

acétylation causée par la N-acétyltransférase, décrite comme un mécanisme de résistance important 

[538,539]. Ici, l’ensemble des molécules actives présentent une lipophilicité élevée avec un LogP 
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supérieur à celui de l’INH, ainsi que de bons paramètres ADMET indiquant une bonne biodisponibilité 

orale et un faible risque d’interaction médicamenteuse ou d’effets secondaires néfastes.  

En résumé, ces résultats présentent des hybrides d’INH prometteurs dans la lutte contre les infections 

à M. tuberculosis bien que ces inhibiteurs nécessitent des études précliniques et cliniques 

approfondies. L’évaluation in vitro de leur combinaison avec d’autres antituberculeux pourrait être 

une première étape lorsque l’on sait que le traitement contre les isolats cliniques requiert l’usage d’un 

cocktail de plusieurs antibiotiques. Enfin, ces études pourraient être complétées par l’évaluation 

in vivo des analogues au sein d’un modèle animal préclinique murin avant de pouvoir envisager les 

phases cliniques de développement médicamenteux.  

 

 Ces premiers travaux ont mis en évidence l’importance de proposer de nouvelles solutions 

dans le traitement de la tuberculose qui pourraient également être extrapolées aux infections 

émergentes aux MNT. Dans cet optique, le second volet de mes travaux a permis de mettre en 

évidence l’activité d’une nouvelle classe de composés, les 4-hydroxy-2-pyridones et particulièrement 

la molécule NITD-916 contre les pathogènes opportunistes M. abscessus et M. fortuitum. En effet, ce 

composé s’est montré très efficace contre des souches cliniques des deux espèces que ce soit in vitro, 

au sein de macrophages et d’organoïdes alvéolaires, ou bien dans un modèle de poisson zèbre infecté 

par M. fortuitum. Des études précédentes ont montré l’innocuité de ce composé, ainsi que de bons 

paramètres pharmacologiques de distribution et de clairance ce qui en fait un très bon candidat pour 

des études précliniques et cliniques approfondies [540]. Ces dernières pourraient inclure l’évaluation 

de potentielles interactions médicamenteuses avec des antibiotiques du traitement, bien que nous 

ayons pu mettre en évidence une interaction indifférente avec certains des médicaments utilisés en 

clinique, suggérant la possibilité d’introduire NITD-916 dans le régime thérapeutique actuel. 

Nos résultats représentent également une preuve de concept dans laquelle le ciblage direct de la 

protéine InhA est approuvé chez ces deux MNT. En effet, le rôle essentiel d’InhA au sein des 

mycobactéries est conservé, et NITD-916 inhibe la biosynthèse de novo des acides mycoliques en se 

liant de manière directe à l’énoyl-ACP réductase InhA comme ont pu le montrer les études 

biochimiques et la résolution des structures cristallographiques (PDB : 7U0M et PDB : 7U0O). Ces 

études valident donc InhA comme étant une cible à développer lors des programmes de recherche de 

nouveaux composés chez les MNT telles que M. abscessus ou encore M. fortuitum. La résolution et la 

disponibilité des structures ternaires contenant l’enzyme, le cofacteur et l’inhibiteur faciliteront 

grandement l’élaboration d’analogues de NITD-916 dans de futures études de type structure-activité. 

Elles viennent stimuler de nouveaux programmes de chimie médicinale dans un but d’optimisation de 

pénétration, de solubilité, de distribution et d’activité du composé actif. En outre, la conservation  
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structurelle entre la protéine InhA de M. tuberculosis et celle de M. abscessus (87,7% d’identité 

protéique) ou M. fortuitum (88,5% d’identité protéique) est un facteur clé poussant à tester les 

nombreux inhibiteurs directs validés contre M. tuberculosis. En effet, les techniques de criblage à haut 

débit ont permis d’identifier une large diversité d’inhibiteurs directs contre la protéine InhA de 

M. tuberculosis [487]. Ainsi, nos travaux démontrent l’intérêt de repositionner des composés 

préalablement décrits chez M. tuberculosis chez les MNT évitant par là-même d’initier de nouveaux 

programmes de criblage « de novo » souvent très longs et onéreux. Enfin, dans la plupart des cas les 

études concernant la tolérance, les propriétés pharmacocinétiques ou l’optimisation étant déjà 

conduites permettent une accélération de la découverte de nouveaux antibiotiques candidats contre 

les MNT [541,542]. Le potentiel de cette démarche, basé sur l’inhibition directe d’InhA ainsi que les 

paramètres pharmacologiques et structuraux vis-à-vis d’autres molécules inhibant la voie de synthèse 

des acides mycoliques sont discutés dans la revue ci-dessous. 
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ABSTRACT
Introduction: Treatment options against Mycobacterium abscessus infections are very limited. New 
compounds are needed to cure M. abscessus pulmonary diseases. While the mycolic acid biosynthetic 
pathway has been largely exploited for the treatment of tuberculosis, this metabolic process has been 
overlooked in M. abscessus, although it offers many potential drug targets for the treatment of this 
opportunistic pathogen.
Areas covered: Herein, the authors review the role of the MmpL3 membrane protein and the enoyl- 
ACP reductase InhA involved in the transport and synthesis of mycolic acids, respectively. They discuss 
their importance as two major vulnerable drug targets in M. abscessus and report the activity of MmpL3 
and InhA inhibitors. In particular, they focus on NITD−916, a direct InhA inhibitor against M. abscessus, 
particularly warranted in the context of multidrug resistance.
Expert opinion: There is an increasing body of evidence validating the mycolic acid pathway as an 
attractive drug target to be further exploited for M. abscessus lung disease treatments. The NITD−916 
studies provide a proof-of-concept that direct inhibitors of InhA are efficient in vitro, in macrophages 
and in zebrafish. Future work is now required to improve the activity and pharmacological properties of 
these inhibitors and their evaluation in pre-clinical models.
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1. Introduction

Mycobacterium abscessus (Mabs) is a rapidly growing non- 
tuberculous mycobacterium (NTM) of increasing clinical concern 
[1]. This opportunistic pathogen is also often overshadowed by 
other well-known mycobacteria such as Mycobacterium tubercu-
losis (Mtb), particularly in tuberculosis (TB)-endemic countries [2]. 
There is a probable underestimation of the number of cases of 
Mabs infection, due to the overlapping of its clinical manifesta-
tions with diseases caused by Mtb. As a consequence of mis-
diagnosis and because this pathogen only poorly responds to 
standard TB drug regimens, this can lead to ineffective manage-
ment of Mabs infection, thus contributing to the increase in the 
number of cases [3]. Mabs is responsible for a wide panel of 
clinical manifestations, such as skin and soft tissue infections as 
well as severe pulmonary infections in patients with preexisting 
lung disorders, such as bronchiectasis or cystic fibrosis (CF) [4]. In 
CF patients, the presence of Mabs often correlates with rapid 
deterioration of the lung function and can be pernicious for 
subsequent lung transplantation [5–7]. Treatment of Mabs infec-
tions is very challenging and complicated by the existence of 
three subspecies with different drug susceptibilities to antibiotics 
and clinical outcomes [8]: M. abscessus subsp. abscessus, 
M. abscessus subsp. bolletii and M. abscessus subsp. massiliense. 
These complications are partially due to the presence or absence 
of a functional erm(41) gene that encodes an rRNA methylase 
that confers inducible macrolide resistance [9]. While erm(41) is 

present in both M. abscessus subsp. abscessus and M. abscessus 
subsp. bolletii, it is absent in M. abscessus subsp. massiliense, 
explaining the difference in susceptibility to macrolides between 
these subspecies [10].

Mabs is intrinsically resistant to many antibiotic classes, 
rendering treatments very complicated and often unpre-
dictable [11–14]. Among the many contributing factors to 
drug resistance, acquired drug resistance resulting from 
mutations in the drug targets has been reported [1,15]. 
Importantly, the Mabs resistome encompasses various fac-
tors, such as the low permeability of the cell envelope and 
the extraordinary ability of the bacteria to metabolize 
most antibiotics, converting them to unproductive meta-
bolites, a mechanism which is driven by the production of 
numerous drug-modifying enzymes [16]. In addition, the 
expression of a large set of efflux pumps and the absence 
or dysfunctional drug-activating enzymes are other deter-
minants of antibiotic resistance in this species [11,14,17].

Standard multi-drug chemotherapy is very lengthy (for 
months to years) and usually includes an oral macrolide (azi-
thromycin or clarithromycin) coupled with intravenously admi-
nistered aminoglycosides (amikacin) and β-lactams (imipenem 
or cefoxitin) [18–20]. In some instances, mostly in response to 
severe side effects or poor clinical response companion drugs, 
such as tigecycline or clofazimine, are added to strengthen the 
regimen [21]. Despite intensive chemotherapy, the success 

CONTACT Laurent Kremer laurent.kremer@irim.cnrs.fr Centre National de la Recherche Scientifique UMR 9004, Institut de Recherche en Infectiologie de 
Montpellier (IRIM), Université de Montpellier, 1919 route de Mende, Montpellier 34293, France

EXPERT REVIEW OF ANTI-INFECTIVE THERAPY
https://doi.org/10.1080/14787210.2023.2224563

© 2023 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group

http://orcid.org/0000-0002-0474-8003
http://orcid.org/0000-0002-6604-4458
http://www.tandfonline.com
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1080/14787210.2023.2224563&domain=pdf&date_stamp=2023-06-23


rate of treatment remains very low, particularly in the case of 
erm(41)-induced resistance to macrolides (25–40%), which 
appears in 40–60% of the clinical strains [22]. Thus, given the 
poor performances of the current chemotherapy, new effec-
tive drugs are highly desired to treat Mabs lung diseases. De 
novo drug discovery developments to identify novel chemical 
scaffolds are usually hampered by low hit rates [23]. However, 
the rise of pharmacological development activities for NTM 
diseases during these last few years led to the discovery of 
new drug targets as well as new chemotypes with good 
activities against Mabs in vitro and in various animal models 
[1,15,24].

Mycolic acids (MA) represent crucial elements of the 
mycobacterial cell wall. They are homologous series of 
C60–90 α-alkyl β-hydroxy fatty acids and are primarily found 
as esters of the non-reducing arabinan terminus of arabino-
galactan [25] and as extractable free lipids within the cell 
wall, mainly associated with trehalose to form trehalose 
dimycolates (TDM) [26]. MA are the primary targets of iso-
niazid (INH) and ethionamide (ETH) in Mtb, two drugs largely 
used for the treatment of TB. However, clinically used drugs 
against Mabs infections hitting the MA pathway are not 
available yet, though recent studies have emphasized that 
this metabolic pathway represents an excellent niche for 
druggable targets in Mabs. This is exemplified by the large 
number of hit compounds inhibiting the MA transporter 
MmpL3 [23,27,28] or the enoyl-ACP reductase InhA of the 
type II fatty acid synthase (FAS-II) [29], leading to the arrest of 
MA biosynthesis and mycobacterial cell death. This has raised 
strong interest in both MmpL3 and InhA as attractive targets 
for future drug development against Mabs lung diseases. In 
this review, we present recent research on inhibitors of the 
MA pathway in Mabs and discuss how this may be further 
exploited as alternative approaches to enhance treatment 
outcomes and reduce the burden on the patient produced 
by drug-associated side effects.

2. Mycolic acids and the mycobacterial cell envelope

2.1. The mycobacterial cell envelope

The cell wall of mycobacteria has been widely studied 
during the last few decades. It comprises a wide range of 

complex lipids rendering this envelope highly hydropho-
bic. Briefly, from the inside to the outside, the cell wall is 
composed of a plasma membrane, a periplasmic space 
surrounded by the peptidoglycan, an arabinogalactan 
layer, and an outer membrane (Figure 1). The innermost 
plasma membrane consists of a phospholipid bilayer which 
anchored different glycolipids, such as phosphatidyl-myo- 
inositol mannosides (PIM) [30] as well as lipoglycans, such 
as lipomannan (LM) or lipoarabinomannan (LAM) [31]. 
These latter are synthetized by the successive addition of 
mannose and arabinose residues to the PIM [32]. PIM, LM, 
and LAM can also found in the outermost layer of the cell 
envelope, where they may interact with host cells [33]. 
They also contribute to the integrity of the cell wall as 
well as to antibiotic resistance or virulence [34]. The peri-
plasmic space, a granular layer, and low-density zone 
[35,36] comprises peptidoglycan (PG) covalently linked to 
arabinogalactan (AG), which is a highly branched hetero-
polysaccharide composed of D-galactofuranosyl and 
D-arabinofuranosyl residues. PG consists of a glycan back-
bone of alternating units of N-acetylglucosamine and mod-
ified muramic acid (Mur) in a β-(1,4) linkage, with 
tetrapeptide side chains attached to Mur, typically consist-
ing of L-alanyl-D-glutamine-meso-diaminopimelyl-D-alanyl 
that are cross-linked. PG cross-links are catalyzed by D, 
D-transpeptidases and L,D-transpeptidases forming, 
respectively, 4–3 and 3–3 linkages in mycobacteria 
[37,38]. This periplasmic structure allows to maintain the 
cell shape [39]. Muramic residues of PG are covalently 
tethered to AG via a disaccharide phosphate linker unit 
[40,41]. AG is itself esterified by α-alkyl β-hydroxy long- 
chain C60-C90 MA [42], forming the inner leaflet of the 
outer membrane (mycomembrane). Interspersed within 
the outer leaflet of the mycomembrane are found numer-
ous molecules, including proteins and extractible glycoli-
pids [43]. While some of these extractible lipids are 
common to all mycobacteria, such as trehalose monomy-
colates (TMM) and TDM, others can be restricted to certain 
species. Mabs or Mycobacterium avium, for instance, pro-
duce glycopeptidolipids (GPL) which are absent in Mtb 
[44,45]. These lipids are immunogenic [46], participate in 
biofilm formation and in masking underlying TLR−2 ago-
nists, thus modulating the host immune response [46,47]. 
The organization and composition of this asymmetrical 
outer bilayer confer to mycobacteria a high intrinsic resis-
tance to many antimicrobial agents and host defense 
mechanisms. In addition to the mycolyl arabinogalactan- 
peptidoglycan (mAGP) complex that constitutes the cell 
wall core, a loosely attached capsular-like structure outside 
the mycomembrane has also been described.

2.2. Structures and properties of mycolic acids

MA are essential components of the mycobacterial cell envelope, 
representing up to 60% of the cell wall content and 50% of its dry 
weight. These very long fatty acids contain up to 90 carbon 
atoms [26] and offer a broad structural diversity. MA are con-
stituted of a short alkyl chain (α−branch) of 24–26 carbon atoms 
and a longer meromycolic chain containing between 42 and 62 
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� Mycobacterium abscessus lung disease is a highly drug-resistant bac-
terial infection with very limited treatment options.

� The need to accelerate and improve novel antibiotics and regimens 
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carbon atoms, depending on the mycobacterial species. They 
can be secreted as free lipids, covalently bound to AG to form the 
inner leaflet of the mycomembrane or esterified to trehalose to 
generate TMM/TDM associated to the outer leaflet of the myco-
membrane [48]. Each mycobacterial species is typified by 
a specific mycolic acid signature. Differences occur mainly at 
two positions in the meromycolic acid chain, close to the β- 
hydroxy acid (proximal site) or close to the -end of the chain 
(distal site) [49] (Figure 1). Mabs synthesizes only α- and α‘- 
mycolic acids, the latter comprising a shorter meromycolic 
chain and one cis double bond, synthetized by the enzyme 
coded by MAB_1915 [50]. α-mycolates are the most abundant 
and the most apolar species, containing 74–80 carbon atoms in 
Mabs. Halloum et al. established that Mabs α-MA consist of 
a mixture of mycolates containing cis- or trans-double bonds as 
well as cis-cyclopropane rings present in very minor amounts 
[51]. In general, MA confer important characteristics to mycobac-
teria, such as low permeability to hydrophilic antibiotics, resis-
tance to chemical injury and to dehydration and persistence in 
the macrophage phagolysosome [48]. Important structural dif-
ferences are found between mycobacterial species [49], explain-
ing distinct virulence traits or morphological phenotypes. α- 
mycolates play a role in the cell wall structure and stability, 
cyclopropanated mycolates decrease the fluidity of cell wall 
[52], while oxygenated MA, found in Mtb, are essential for viru-
lence [53]. Cyclopropanated MA also play a crucial role in myco-
bacterial persistence in macrophages [54] and pathogenicity in 

infected mice [55]. Interestingly, a mutant of Mtb lacking pcaA, 
with a defect in the proximal cis-cyclopropane ring, is affected in 
cording [56], while cords have been implicated in pathogenesis 
[57,58]. Due to their essentiality and contribution in multiple 
aspects of mycobacterial pathogenesis, understanding the var-
ious enzymatic steps leading to MA production and transport is 
of paramount importance for future drug developments.

2.3. Mycolic acid biosynthesis and transport

The mycolic acid biosynthetic pathway comprises multiple 
enzymatic activities that have been widely scrutinized in 
M. smegmatis and Mtb [26] and engages the action of the 
type I and type II fatty acid synthases (FAS), designated FAS-I 
and FAS-II, respectively (Figure 2). FAS-I is an essential and 
multifunctional enzyme that has a distinct capacity to elon-
gate acetyl-CoA to fatty acids beyond C16, up to C24/26 [59,60], 
providing primers which are further elongated by FAS-II to 
generate the meromycolic acids (C56), ultimately condensed 
with the C26 α-branch to form mature MA [26].

Unlike FAS-I, FAS-II is not capable of de novo synthesis of 
fatty acids but rather elongates acyl-CoA primers generated by 
FAS-I. The elongation cycle requires malonyl-ACP, resulting 
from the transacylation of malonyl-CoA and phosphopan-
tothenylated holo-ACP by the malonyl-CoA:ACP transacylase 
FabD [61]. ACP shuttles the growing acyl chain from one 

Figure 1. Model of the M. abscessus cell envelope. This schematic representation shows the multiple concentric layers composing the M. abscessus cell envelope, 
consisting of a cytoplasmic membrane, a periplasmic space surrounded by the peptidoglycan layer, itself covalently attached to the arabinogalactan layer. The latter 
is esterified by very long chain mycolic acids (MA), forming the inner leaflet of the outer membrane. Various glycolipids, including trehalose dimycolates (TDM), 
trehalose monomycolates (TMM), glycopeptidolipids (GPL) or phospholipids constitute the outer leaflet of the outer membrane. The MmpL3 membrane protein 
transports TMM across the cytoplasmic membrane. The Ag85 complex uses TMM as substrate to transfer MA onto arabinogalactan as well as to produce TDM, also 
known as cord factor. A representation of the main MA subspecies (designated α-MA and α’-MA) shows the very long meromycolic acid branch (harboring sites of 
chemical modification such as desaturation or cyclopropanation) joint to a shorter α-chain.
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enzyme to the other. The initiation step in elongation relies on 
the condensation of acetyl-CoA with malonyl-ACP catalyzed 
by β-ketoacyl-ACP synthase III (FabH), resulting in a β-ketoacyl 
-ACP [62]. Then, reactions mediated by FAS-II consist of itera-
tive cycles of four enzymatic steps, leading to the C56 mero-
mycolic acid chain. The first elongation step starts with the 
reduction to the β-keto group of the β-ketoacyl-ACP by MabA 
to yield a β-hydroxyl-ACP intermediate [63], which is subse-
quently dehydrated by the action of the dehydratase com-
plexes HadAB and HadBC to generate enoyl-ACP [64]. These 
intermediates are then reduced by the trans−2-enoyl-ACP 
reductase InhA to produce saturated acyl-ACP [65,66]. Finally, 
the β-ketoacyl-ACP synthases KasA or KasB initiate the addi-
tional cycles of elongation to form β-ketoacyl-ACP of increas-
ing chain length, until the required length for the 
meromycolic chain is reached [67,68]. Before condensation 
with the α-branch, the meromycolic acid undergoes modifica-
tions such as desaturation, introduction of oxygenated func-
tions, cyclopropyl or methyl groups, thanks to the action of 

multiple S-adenosylmethionine (SAM)-dependent methyl-
transferases [53,54,55,69,70]. Finally, the polyketide synthase 
Pks13 catalyzes the condensation of the α-branch with the 
activated meromycolic acid chain [71], ultimately leading to 
a mycolic β-ketoester, further reduced by CmrA to produce 
mature mycolates esterified to trehalose (TMM) [72]. TMM is 
then translocated across the membrane via the transporter 
MmpL3 [73], an essential step required for the formation of 
trehalose dimycolate (TDM) and esterification of arabinogalac-
tan by the antigen Ag85 complex [74,75].

The essentiality of most mycolic acid biosynthetic enzymes 
makes them particularly suitable for the development of inhi-
bitors, and numerous enzymatic steps can be chemically 
inhibited in Mtb, providing the ground for new anti-TB thera-
pies [76,77]. While this metabolic process is targeted by the 
first-line (INH) and second-line (ETH) anti-TB drugs, both inhi-
biting the trans−2-enoyl-ACP reductase InhA [78–80], none 
such clinically used drugs have been developed for the treat-
ment of Mabs infections. However, current efforts are 

Figure 2. Mycolic acid biosynthesis and transport in mycobacteria. The MA biosynthetic pathway starts with de novo synthesis of fatty acids by FAS-I, yielding both 
the C24–26 acyl-CoA (α-branch) and the C16–18 acyl-CoA, which will be elongated by FAS-II. The latter substrates undergo a condensation with malonyl-ACP in 
a reaction catalyzed by FabH and resulting in β-ketoacyl-ACP derivatives. The elongation step is operated by FAS-II through iterative cycles comprising the concerted 
action of MabA, HadAB/BC, InhA and KasA/B and conducting to the synthesis of the C56 meromycolic acid chain. During synthesis, these products are subjected to 
chemical modification and the resulting meromycolyl-AMP are then condensed with the α-branch. The resulting mycolic β-ketoesters are thereafter reduced to yield 
mature MA, subsequently transported and transferred to the cell wall by MmpL3 and the Ag85 complex, respectively. The red lines indicate the two sites of 
inhibition which are the focus of this review.
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revisiting and/or optimizing existing FAS-II inhibitors and vali-
dating InhA and MmpL3 as chemotherapeutic targets for the 
treatment of Mabs diseases (Figure 2).

3. Chemical inhibition of MmpL3

MmpL3, encoded by the essential mmpl3 gene in Mtb and 
M. smegmatis [73,81,82], belongs to the Resistance-Nodulation 
-Cell Division (RND) family of membrane proteins [83] and is 
a known transporter of TMM across the plasma membrane 
[84]. Down-regulation of MmpL3 has a rapid bactericidal effect 
and renders Mtb more susceptible to MmpL3 inhibitors [85]. 
Multiple high-throughput whole cell-based screens identified 
MmpL3 as the target of several antitubercular compounds, 
making MmpL3 one of the most promising pharmacological 
targets in Mtb as well as in NTM, thus opening a new field in 
the inhibition of mycolic acid transport. Blocking this trans-
porter leads to an intracellular accumulation of TMM with 

a concomitant reduction in the TDM pool and in MA-bound 
AG, causing bacterial death [73]. We report below the major 
MmpL3 inhibitors for which an activity and/or mechanism of 
action have been reported in Mabs. As shown in Table 1, these 
inhibitors exhibit a wide structural diversity.

The first demonstration of the involvement of MmpL3 in 
MA transport has been provided by studying the mechanism 
of action of the adamantyl urea AU1235 in M. smegmatis and 
Mtb [73,86]. AU1235 also exhibits low MIC against Mabs (1.5  
µM) and other NTM [73,87]. The compound affects the trans-
location of TMM in Mtb and in M. smegmatis and whole- 
genome sequencing of Mtb AU1235-resistant mutants unra-
veled mutations in mmpl3.

Following a strategy based on the repositioning of anti- 
TB molecules, Dupont et al. screened a GSK library contain-
ing 177 validated compounds against Mtb [88] and identi-
fied a compound exhibiting very low MIC (0.33 µM) against 
Mabs [23]. The lead molecule tested (GSK1985270A), also 

Table 1. Main reported MmpL3 inhibitors against M. abscessus.

ID Name Structure MIC Ref

1 AU1235 M. abscessus = 1.5 µM 
M. smegmatis = 9.3 µM 
M. fortuitum = 9.6–19.2 µM 
M. avium > 96 µM 
M. tuberculosis = 0.3–0.6 µM

[73,87]

2 PIPD1 M. abscessus  = 0.33 µM 
M. tuberculosis = 0.33 µM

[23,151]

3 Cpd 6 M. abscessus  = 0.36 µM 
M. tuberculosis = 0.09 µM

[27]

4 Cpd 12 M. abscessus  = 0.41 µM 
M. tuberculosis = 0.01 µM

[27]

5 IC5 M. abscessus  = 0.89 µM 
M. avium = 28.5 µM 
M. chelonae = 0.89 µM 
M. smegmatis = 5.55 µM 
M. tuberculosis = 0.71 µM 

[93]

6 IC25 M. abscessus  = 0.03 µM 
M. avium = 0.17–0.84 µM 
M. chelonae = 0.02 µM 
M. smegmatis = 1–2 µM 
M. tuberculosis = 0.07 µM

[93]

7 EJMCh−6 M. abscessus = 0.38 µM 
M. tuberculosis = 0.24 µM

[28,96]

8 CRS400393 M. abscessus = 0.04–0.65 µM 
M. fortuitum = 0.16 M 
M. avium = 5.22 µM 
M. intracellulare = 5.22 µM 
M. tuberculosis < 0.31 µM

[98–100]

9 HC2091 M. abscessus = 20 µM (MIC95) [102]

10 E11 M. abscessus  = 12 µM [103]
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designated PIPD1, belongs to the piperidinol class of mole-
cules. PIPD1 was not only active in vitro but it also reduced 
the bacterial burden in macrophages as well as in zebrafish 
embryos infected with Mabs. That PIPD1 targets MmpL3 was 
demonstrated by the fact that it inhibited the transport of 
TMM and because mutations occurring in MAB_4508 
(mmpl3) in spontaneous resistant strains resulted in high 
resistance levels to the compound [23]. PIPD1 exhibited 
a good organ distribution after intraperitoneal administra-
tion in mice and was rapidly eliminated with a half-life of 
about 3 h [89]. Related derivatives were synthesized, some 
of which exhibiting low MIC, albeit not lower than the 
parental molecule. Docking simulations further emphasized 
MmpL3 as the major target for these analogs, paving the 
way for the design of new generations of anti-MmpL3 inhi-
bitors with improved activity against Mabs.

The structurally unrelated compounds, the indole 
−2-carboxamides (Compounds 6 and 12) originally identi-
fied as potent anti-TB molecules targeting MmpL3 [90] 
showed very high activity against Mabs in vitro (MIC of 
0.36 and 0.41 µM, respectively) and inhibited MA transport 
[27]. Analysis of the mmpl3 sequences in Mabs sponta-
neous resistant mutants unraveled a common A309P 
replacement in the transmembrane domain 5 of MmpL3. 
Overproduction of the A309P mutated allele in a wild-type 
strain of Mabs conferred co-resistance to PIPD1 as well as 
to the indole−2-carboxamides, thus validating their com-
mon target. Compound 12 reduced the intramacrophage 
Mabs burden at levels comparable to imipenem when 
used at 24× the MIC concentration. Compounds 6 and 
12 were nontoxic to Vero cells and were active at very 
low concentrations with MIC ranging from 0.18 to 3.28 µM 
against a wide panel of clinical isolates of the Mabs com-
plex (M. abscessus, M. massiliense, M. bolletii) from CF and 
non-CF patients [27]. From a medicinal chemistry view, 
indole−2-carboxamides are easy to produce and early stu-
dies indicated that they show good ADME properties 
[27,91]. Subsequent studies showed that compounds 6 
and 12 act synergistically with imipenem and cefoxitin 
in vitro and increase the bactericidal activity of the β- 
lactams against Mabs [92]. In addition, compound 12 also 
showed synergism with imipenem and cefoxitin within 
infected macrophages. These promising results are war-
ranting the further evaluation of this drug combination 
in preclinical animal models. Other indole−2-carboxamide 
derivatives, designated IC5 and IC25, showed activity 
against a large panel of NTM, including Mabs, 
M. chelonae and M. avium [93]. Importantly, the in vivo 
efficacy of IC5 and IC25 was subsequently proven in 
a Mabs infection mouse model with a significant reduction 
in the bacterial loads in the lungs and spleens [94]. 
Pharmacokinetic studies indicate that IC25 has a good 
oral bioavailability in mice. A dose of 100 mg/kg leads to 
a maximum concentration of 0.49 µg/ml and 2.47 µg/g in 
the plasma and lungs, respectively, which is above the 
MIC against Mabs [90]. Recently, some of indole-based 
compounds were optimized to increase their aqueous 
solubility and pharmacokinetic profiles by reducing the 

number of carbon atoms while maintaining high antimy-
cobacterial activity [95]. The authors showed that aceta-
mide-based compounds with adamantane or 
isopinocamphane head groups were optimal for antimyco-
bacterial activity compared with the parental molecules. 
Electron-withdrawing or bulky group substituted in meta- 
position favored the antimycobacterial in vitro activity. 
These compounds display MIC values around 1 µM against 
Mabs. The acetamide-based molecules showed better 
metabolic stability, the aqueous solubility increased by 30- 
fold compared to indole-based compounds and showed 
a 20-fold better permeability. Surface plasma resonance 
and docking studies further evidenced that MmpL3 is 
directly inhibited by these acetamide-based compounds.

The benzimidazole lead compound EJMCh−6 
(2-(2-cyclohexylethyl)−5,6-dimethyl−1H-benzo[d]imidazole) 
showed excellent anti-Mtb activity in vitro [96] and its 
mode of action involves the inhibition of MmpL3 in Mtb 
[97]. In a subsequent study, EJMCh−6 was evaluated 
against Mabs and found to show superior in vitro activity 
as compared to imipenem, sutezolid, or linezolid against 
a large number of clinical strains with MIC values varying 
from 0.19 to 3 µM [28]. The compound rapidly decreased 
the bacterial burden in Mabs-infected macrophages as 
well as in a zebrafish model of infection. Strikingly, treat-
ment of the embryos with EJMCh−6 was associated with 
increased embryo survival as compared to the non-treated 
embryos. Insights into the mode of action of these com-
pounds were inferred from the generation of spontaneous 
benzimidazole-resistant strains (generated at a frequency 
of 5 × 10−8 when plating the bacteria in the presence of 
10× the MIC concentration of EJMCh−6), followed by the 
characterization of a large set of missense mutations in 
MmpL3 [28]. Moreover, overexpression of the mutated 
mmpl3 alleles in a susceptible Mabs strain induced high 
resistance levels to EJMCh−6 and to other known MmpL3 
inhibitors.

High throughput screening of commercially available 
chemical libraries resulted in numerous hits active against 
Mtb and NTM [98]. Among them, CRS400393, harboring an 
amide-linked methylcycloheptyl group and two atoms of 
chlorine on the amino benzothiazole expressed activity 
against a broad-spectrum of the clinically-relevant myco-
bacteria, including Mabs (MIC of 0.04–0.65 µM) with 
a bactericidal effect against this species and an intracellu-
lar activity in Mabs-infected THP−1 cells [99,100]. As 
reported for the benzimidazoles and indole−2-carboxa-
mides, these compounds also inhibit MA transfer to AG 
and synthesis of TDM in a concentration-dependent man-
ner. Isolation of spontaneous resistant mutants of Mabs 
with mutations in the transmembrane region of MmpL3 
forming the binding pocket of known MmpL3 inhibitors 
confirmed MmpL3 as the target. In addition, the lack of 
effect of CRS400393 on the membrane potential and elec-
trochemical pH gradient of Mabs is in line with a direct 
inhibition of MmpL3 rather than an inhibition via dissipa-
tion of the proton motive force from which MmpL3 drives 
its energy. Determination of pharmacokinetic properties in 
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mouse model showed high concentrations above the MIC 
of CRS400393 in lung tissues after intratracheal instillation 
and a good oral bioavailability depending on the formula-
tion. This molecule showed the capacity to decrease lungs 
CFU in a mouse model of pulmonary Mabs disease via the 
intranasal route [100].

Other MmpL3-targeting inhibitors selected against Mtb 
inhibited Mabs growth in vitro. For instance, while the ben-
zothiazole derivative HC2184 [101] reduces growth of Mabs by 
7% at 20 µM, the 4-thiophen−2-yloxane−4-carboxamide 

HC2091 reduces this growth by 97% at 20 µM. This compound 
is non-cytotoxic and shows good solubility [102].

Compound E11 is an acetamide inhibitor of MmpL3 in Mtb, 
which is also effective against Mabs with a MIC value of 12 µM, 
with no signs of toxicity on HepG2, Vero, and THP−1 cells, thus 
promoting its further evaluation for the treatment of NTM 
infections [103].

Overall, these studies illustrate the increasing interest in the 
development of novel compounds targeting the transporter 
MmpL3 in mycobacteria and particularly in Mabs. Although 

Figure 3. Bioactivation of INH and inhibition of InhA by INH and NITD−916 in M. tuberculosis and M. abscessus. (A) In M. tuberculosis, INH is activated by KatGMTB to 
form an isonicotinoyl radical which reacts with NAD+ to form an INH-NAD adduct that inhibits the catalytic activity of the enoyl-ACP reductase InhAMTB of FAS-II. In 
M. abscessus, KatGMAB is unable to convert INH into an active metabolite, explaining the intrinsic resistance of this organism to INH. In contrast to INH, NITD−916 is 
not a prodrug and does not require KatG-mediated activation but has the capacity to inhibit InhA directly, resulting in the arrest of MA synthesis and bacterial death. 
Red line: activity in M. tuberculosis; green line: activity in M. abscessus. (B) Crystal structure of InhAMAB bound to NAD and NITD−916. InhAMAB is a homotetramer with 
each protomer shown in a different color. The active site cavity is deep yet solvent exposed. NAD is shown in CPK coloring with dark gray carbon atoms, and NITD 
−916 is shown in CPK coloring with light gray carbon atoms. The surface of G96 is colored in black. The dimethylcyclohexyl ring of NITD−916 is buried in 
a hydrophobic pocket surrounded by M103, A157, Y158, M161, P193, and L218. T196, M199, and M215 also make up the binding pocket but are obscured by NITD 
−916 from this perspective.
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most of these compounds require further chemical optimiza-
tion and need to be tested in preclinical and clinical studies, 
they support the view that targeting MA transport has strong 
potential for development into a treatment of Mabs pulmon-
ary diseases.

4. Chemical inhibition of InhA

4.1. NITD−916

As mentioned above, MA biosynthesis inhibition is widely 
exploited in the treatment of TB, as exemplified with INH 
and ETH. Both drugs inhibit the enoyl-ACP-reductase InhA 
of FAS-II, leading to the arrest of MA production and bac-
terial death [65,78,79]. INH requires to be bioactivated by 
the catalase-peroxidase KatG [104] to generate an isonicoti-
noyl radical reacting with NAD+ to form an INH-NAD adduct, 
which in turn blocks InhA activity [105,106] (Figure 3A). In 
contrast, KatG from Mabs (KatGMAB) is unable to transform 
INH into an active metabolite in Mabs [107], explaining why 
INH is totally inefficient in this species. However, overex-
pression of KatG from Mtb in Mabs increases the suscept-
ibility of the strain to INH [29,107], implying that InhAMAB 

may still be a valuable enzyme to exploit in Mabs, provided 
that the inhibitors do not require KatG-dependent activa-
tion. This led to the hypothesis direct inhibitors of InhAMAB 

may be particularly attractive for the development of new 
therapies targeting the MA pathway. That InhAMTB and 
InhAMAB share 88% identity [29], suggests that inhibitors of 
InhAMTB may also be active against InhAMAB. This opened 
the possibility to evaluate the efficacy of KatG-independent 
InhAMTB inhibitors against Mabs, such as NITD−916 
(Figure 3A), a 4-hydroxy−2-pyridone previously identified 
in a phenotypic screen against Mtb able to inhibit directly 
InhAMTB [29,108]. NITD−916 was very active against the 
Mabs reference strain (MIC of 0.5 µM in Cation-Adjusted 
Mueller Hinton broth), although the MIC value varied 
greatly depending on the medium used, and exhibited 
similar activity against a wide panel of clinical isolates [29]. 
In addition, this compound diminished the intramacrophage 
burden of Mabs by ~ 2 Log in the CFU counts at day 3 post- 
treatment at a concentration corresponding to 10× MIC. 
This correlated also with a significant reduction in the pro-
portion of infected macrophages. Mabs exists in two mor-
photypes (smooth and rough) with the rough one being 
able to aggregate in large and compact structures, known 
as cords, on agar, in broth medium, inside macrophages or 
in vivo [109–111]. This rough morphotype and particularly 
intracellular cords are responsible of macrophage integrity 
disruption, lysis and death leading to pro-inflammatory 
response [46]. NITD−916 treatment correlated with 
a reduction in the number and size of intracellular cords. 
Consistently, NITD−916 is active in CF patient-derived air-
way organoids, used as model to recapitulate CF airway 
dysfunctions with a low CFTR activity, an accumulation of 
thick mucus and an increased susceptibility to Mabs infec-
tion [112,113]. In this CF environment, the efficacy of NITD 
−916 emphasizes the potential of this class of compounds 

for future drug developments and improvements for the 
treatment of Mabs-infected CF patients. As expected, NITD 
−916 was found to inhibit de novo biosynthesis of MA in 
a dose-response manner, resulting in a bactericidal effect. 
Spontaneous resistant mutants (obtained at the frequency 
of 2.3 × 10−7 and 2.3 × 10−6 in the smooth and rough strain, 
respectively, in the presence of NITD−916 corresponding to 
10× the MIC) harbor mutations in InhAMAB, particularly at 
position 96, a glycine which is conserved through different 
mycobacterial species. These mutants, highly resistant to 
NITD−916, were unaffected in their mycolates profile upon 
exposure to NITD−916, unlike the parental strain. Direct 
binding of NITD−916 to InhAMAB was confirmed by solving 
the ternary complex with InhAMAB together the cofactor 
NAD and NITD−916 at a high resolution. NITD−916 packs 
tightly against the NAD cofactor in a deep but partially 
solvent-exposed cavity (Figure 3B). It forms one direct and 
one water-mediated hydrogen bond with NAD. It forms 
a single direct hydrogen bond with Tyr158 and one water- 
mediated hydrogen bond with Thr196. All other interactions 
are van der Waals-mediated with surrounding hydrophobic 
residues. Overall, this proof-of-concept study validates the 
anabolic MA pathway, and particularly the reduction step 
catalyzed by InhAMAB, as an excellent target to be further 
exploited in drug development programs against Mabs.

These encouraging results also prompted to investigate the 
effect of NITD−916 in other NTM. Mycobacterium fortuitum 
(Mfor) represents another rapidly-growing mycobacteria 
encountered in patients [114]. This opportunistic pathogen is 
highly resistant to a large variety of antibiotics, including β- 
lactams, aminoglycosides, macrolides, tetracyclines, or anti-TB 
drugs [115,116]. As is the case for Mabs, none of the currently 
used drugs relies on the MA pathway in Mfor. This difficulty to 
clinically cure Mfor infections emphasizes the need for new 
molecules to include in the drug regimen. Since InhA from 
Mfor (InhAMFO) shares 88.5% identity with InhAMTB and 90% 
identity with InhAMAB, it was hypothesized that NITD−916 
could also inhibit InhAMFO. NITD−916 exhibited very low 
MICs against several clinical isolates of Mfor [117] and strong 
antimycobacterial activity against Mfor-infected macrophages. 
Remarkably, the molecule was very active in a zebrafish model 
of Mfor infection. Particularly, in this animal model, a short 
time of treatment (1 day) was sufficient to significantly reduce 
global bacterial loads, to limit physiopathological symptoms 
such as cords and abscesses which are often associated with 
the severity of the disease. This also led to a strong protective 
effect of the embryos against killing by Mfor [117]. As for Mtb 
or Mabs, NITD−916 drastically inhibited the de novo synthesis 
of MA in an InhA-dependent manner. Supporting these 
results, the resolution of the crystal structure of the ternary 
complex InhAMFO-NAD-NITD−916 confirmed the direct bind-
ing of NITD−916 with InhAMFO [117].

Other 4-hydroxy−2-pyridone analogues, NITD−529 (MIC of 
2.5 µM) and NITD−564 (MIC of 0.31 µM), show a weaker activ-
ity in vitro against Mtb as compared to NITD−916 (MIC of 0.08  
µM), demonstrating the importance of the pyridone core, the 
4-hydroxy-group and a lipophilic group [108]. NITD−916 and 
other pyridones are neither cytotoxic nor cardiotoxic and 
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Table 2. Main reported direct InhA inhibitors against M. tuberculosis.

ID Name Structure MIC IC50 Ref

1 NITD−916 M. tuberculosis  = 0.08 µM 
M. abscessus  = 0.5 µM 
M. fortuitum = 0.01 µM

InhAMTB IC50 = 0.57 µM [29,108,117]

2 Triclosan M. tuberculosis  = 43.1 µM 
M. abscessus  = 21.6 µM 
M. marinum = 21.6 µM 
M. avium = 64 µM

InhAMTB IC50 = 1 µM [122, 124, 152]

3 Pyridomycin M. tuberculosis  = 0.72 µM 
M. abscessus  = 11.5 µM 
M. smegmatis = 1.4 µM 
M. bovis BCG = 0.72 µM 
M. marinum = 5.8 µM 
M. avium = 23 µM

N.D. [129]

4 Pyrrolidine carboxamides 

p24

N.D.

p24: 
InhAMTB IC50 = 0.39 µM 
97% of InhA inhibition at 15 µM

[131]

5 Pyrrole derivatives M. tuberculosis = 
0.5–2 µM

N.D. [134]

6 Methyl-thiazoles M. tuberculosis = 0.19 µM InhAMTB IC50 = 3 nM [135]

7 Triazoles N.D InhAMTB IC50 = 0.074 nM [137]

8 Acetamides M. tuberculosis = 4.76 µM InhAMTB IC50 = 3.12 µM [138]

(Continued )
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present a low metabolic clearance in mouse and human 
hepatic microsomes. NITD−916 has a good oral bioavailability 
(66% at 25 mg/kg), and a plasma concentration in vivo above 
the MIC, even if the distribution to mice lungs is weaker, there 
is a good efficiency in both lungs and spleen of Mtb-infected 
mouse model [108].

Related analogs of NITD−916 could be synthesized to 
assess the effect of lipophilic or phenyl group replacement 
by aromatic substituents. One may hypothesize that it remains 
possible to optimize its structure to increase cell penetration 
through the thick lipid barrier. Moreover, NITD−916 presents 
a low aqueous solubility that limits a favorable oral adminis-
tration of the compound. A phosphate ester prodrug analog 
(NITD−113) was designed and displaying better aqueous solu-
bility. This prodrug is rapidly hydrolyzed by intestinal alkaline 
phosphatases and well bio-converted to NITD−916 in mice. 
Since NITD−916 suffers from poor lung distribution in mice, 
this prodrug strategy leads to a superior pulmonary distribu-
tion and is potentially transposable to other classes of com-
pounds. Importantly, future studies should also assess the 
eventual harmful drug–drug interactions and a potential prof-
itable synergy with another class of clinically validated drug. 
Since any Mabs antibiotic has to be clinically given in combi-
nation with other drugs [19], the lack of drug–drug interaction 
is critical and needs to be evaluated. Early determination of 
the Fractional Inhibitory Concentration Index indicates values 
between NITD−916 and most drugs used in clinics are in the 
0.625 to 1.5 range [29], thus highlighting an indifferent inter-
action between these molecules and the suitability of introdu-
cing NITD−916 in combinational therapy. However, this will 
need to be confirmed in mouse models of infection [118].

Collectively, these results prove that targeting mycolic acid 
biosynthesis has an important translational potential for the 
development of new treatments against Mabs and Mfor infec-
tions. These combined in vitro and in vivo data on NITD−916 
underscore the interest of this under-exploited chemical entity. 
Further experimentations are now required to test NITD−916 and 
related analogs in mouse infection models. Importantly, these 
results open the way for the evaluation of other direct InhA 
inhibitors, currently being tested as antitubercular drug candi-
dates [119,120], against Mabs as well as against other NTM.

4.2. Other direct inhibitors of InhA

While de novo discovery of InhAMAB inhibitors may be time 
consuming and costly, the vast array of available chemotypes 
active against InhAMTB identified in previous screens against 
Mtb could greatly facilitate the selection of candidates target-
ing InhAMAB, as exemplified with NITD−916. We report below 
the major InhAMTB inhibitors described in the literature, whose 
antimycobacterial activities are not dependent on KatG and 
which could be immediately assessed against Mabs (Table 2).

Triclosan is a well-known InhA inhibitor, found in personal care 
products and inhibiting fatty acid biosynthesis as first demon-
strated in Escherichia coli where it targets the enoyl-ACP reductase 
FabI [121]. The mode of action of triclosan in mycobacteria came 
from the characterization of spontaneous resistant mutants in 
M. smegmatis and in Mtb carrying mutations in inhA and confer-
ring co-resistance to INH [122,123]. This molecule is a reversible 
inhibitor of InhA binding preferably to the enzyme-NAD+ complex. 
Despite its cytotoxicity on eukaryotic cells and its modest antimi-
crobial activity against Mtb (MIC = 43.1 µM), triclosan is still con-
sidered as an attractive hit undergoing structural optimization 
[124]. For instance, a variety of analogs with bulkier groups such 
as a triazole or a long carbon chain substituted on the A-ring 
showed increased favorable interactions with InhA and improved 
antibacterial effects [77,125,126]. Replacement of the phenyl 
B-ring by aromatic nitrogen heterocycles, addition of heteroaro-
matics (pyridine, pyrimidine, or pyrazine) or substitution of phenyl 
group with chloride, acetamide, oxalylic acid, piperazine, or isoxyl 
has also performed [77,127]. Despite improvements in in vitro 
activities, these compounds generally suffer from low solubility 
and low bioavailability, limiting in vivo efficiency.

Pyridomycin is a natural product from Streptomyces pyrido-
mycetes and Dactylosporangium fulvum, exhibiting bactericidal 
activity against Mtb [128] by acting as a direct competitive 
inhibitor in the NADH-binding site of InhAMTB [129], leading to 
the reduction of α-, methoxy- and keto-MA synthesis. 
Pyridomycin is efficient at low concentrations against Mtb 
(MIC = 0.72 µM). The absence of toxicity on human cells and 
its efficacy on other mycobacterial species, including Mabs, 
makes it a promising lead compound for future drug devel-
opments against NTM. However, a series of recent 

Table 2. (Continued). 

ID Name Structure MIC IC50 Ref

9 LABIO−17 

4-aminoquinoline (19k)

M. tuberculosis = 12.8 µM 

M. tuberculosis = 0.1–0.4 µM

InhAMTB IC50 = 20 µM 

InhAMTB IC50 = 0.23 µM

[140]
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pyridomycin derivatives failed to show a better activity than 
the parental molecule [130], prompting for additional chemi-
cal optimization.

Pyrrolidine carboxamides exert a strong antitubercular 
activity against InhA [131] and possess three rings, a phenyl 
ring (A), a 5-oxopyrrolidine (B), and a cyclohexyl ring (C). The 
authors showed that a 3,5-dichloro substitution in ring A or an 
extension of aromatic rings increase the activity through 
a better hydrophobic interaction with InhA. The 3-phenyl 
substituted compound p24 inhibited 97% of InhAMTB activity 
at a concentration of 15 µM with an IC50 of 0.39 µM.

Pyrrole derivatives harboring hydrazine, phenoxy, benza-
mide, pyrazoline, isoxazole, or phenyl thiourea moieties 
were screened and showed an activity against Mtb through 
InhA inhibition [132–134]. Molecular docking studies sug-
gest that these molecules show hydrogen bonding interac-
tions into the hydrophobic-binding pocket of InhA in the 
same manner as triclosan. Pyrrole hydrazine with naphtoxy- 
ring or pyrrol phenyl thioureas present MIC values in the 
0.5–2 µM range against Mtb. Together with the absence of 
toxicity against Vero cells, these compounds are fostering 
further studies on this class of molecules.

Methyl-thiazole analogs are described as a novel class of 
anti-mycobacterial compounds via InhA inhibition by 
AstraZeneca, based on a former high-throughput screening 
campaign by GlaxoSmithKline [135], highlighting a reversible 
inhibition of the enzyme by occupying the substrate-binding 
site, preferably in the NADH-bound form. The lead compound 
presents a good inhibition of InhA with an IC50 of 3 nM and 
a cellular potency with MIC values of 0.19 µM. Based on this 
screening, new thiadiazole-based inhibitors were described, 
with nanomolar InhA IC50, antimycobacterial efficiency and 
improved hydrophobicity, solubility, permeation, and clear-
ance properties that are useful to predict the behavior of the 
compound, and the ability to have an activity [136].

Recent studies showed new 1,2,3-triazoles tethered to 
1,2,4-triazoles structures are strong InhA inhibitors [137]. The 
most promising compound presents an IC50 of 0.074 nM 
against InhA, and docking simulations positioned this mole-
cule in the active site of the enzyme. These compounds await 
to be tested in biological assays against whole bacteria.

Acetamide derivatives, particularly a series of 2-(4-oxoqui-
nazolin−3(4 H)-yl)acetamides was identified as InhAMTB inhibi-
tors [138]. The lead compound harbors a phenyl ring and 
a chloro group and presents 88% InhA inhibition at 10 µM, 
with an IC50 of 3.12 µM. This study revealed that the phenyl 
ring is crucial for good InhA inhibitory activity, favoring 
a modest antitubercular activity (MIC = 4.76 µM), while 
a substitution with chloro group results in increased hydro-
phobicity that is important for enzyme binding. In silico stu-
dies revealed binding interactions with InhA and with NAD+. 
The absence of toxicity on cells of this class of compounds and 
its efficacy are encouraging for future anti-mycobacterial 
drugs based on this structure.

Several new InhA inhibitors were recently discovered via 
virtual screening and support a recent study describing a series 
of 4-aminoquinolines [139,140]. The lead compound (19k) was 
based on LABIO−17, an InhA ligand identified from the initial 
screen and found to inhibit InhA enzymatic activity. This mole-
cule harbors a substitution of the ethyl ester group of LABIO−17 
by a bromine atom and exhibits the best InhA inhibitory activity 
of the series (IC50 = 0.23 µM) and shows activity against a panel of 
resistant isolates of Mtb (MIC = 0.1–0.4 µM), respectively, 87-fold 
and 32-fold better that LABIO−17. This molecule displays good 
pH stability, solubility, or high permeant properties. Metabolic 
studies showed a moderate elimination rate in rat liver micro-
some fractions for 19k, with a longer half-life than other haloge-
nated compounds. In addition to these parameters, the lead 
compound presents a bacteriostatic activity in Mtb-infected 
macrophages and in lungs of mice.

Figure 4. Proposed workflow for M. abscessus FAS-II drug discovery. Activities against whole M. abscessus cells (MIC determination) and assays (inhibition of de novo 
synthesis of MA, crystallography of inhibitors in complex with their target . . .) of FAS-II inhibitors, previously validated in M. tuberculosis are shown. Specific InhA 
inhibitors screened against M. abscessus are indicated. Compounds are then tested for intracellular activity in macrophages, caseum, mucus and under nutrient/ 
oxygen starvation. The best hits are further evaluated in animal models (zebrafish and mouse) to determine the pharmacokinetics and toxicity parameters. Iterative 
medicinal chemistry cycles during hit-to-lead optimization will advance compounds to preclinical developments.
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Overall, these studies show that a plethora of direct InhA 
inhibitors are available and ready to be assessed against NTM.

5. Conclusion

There is currently no treatment regimen that offers a reliable 
cure for Mabs pulmonary disease [20], a situation that arises 
from the intrinsic resistance of this species to a wide range of 
antimicrobial agents, including most anti-TB drugs [16]. While 
new drugs are urgently needed to populate the Mabs drug 
discovery pipeline, de novo discovery efforts are time- 
consuming and require important resources [15]. Recent 
screens of anti-TB active molecules for anti-Mabs activity 
have already generated new scaffolds as advanced lead com-
pounds for Mabs pulmonary infections with in vivo proof-of- 
concept in animal models of infection [141]. These selected 
leads target a wide range of enzymes/pathways such as pro-
tein biosynthesis, cell wall biosynthesis, DNA replication, DNA 
topology, or ATP synthesis. PIPD1 was one of the first com-
pound identified from a screen of anti-TB validated molecules 
and exerts potent Mabs activity via MmpL3 inhibition [23]. 
Deciphering the mode of action of PIPD1 highlighted the 
particular vulnerability of the MmpL3 transporter in Mabs 
and stimulated the discovery of other MmpL3 inhibitors 
reported in this review, validating the MA pathway as 
a valuable source for potential targets for the development 
of new anti-Mabs drugs. This hypothesis was successfully con-
firmed with the demonstration that NITD−916, a previously 
identified anti-TB compound and a direct inhibitor of the 
enoyl-ACP reductase InhA, that overcomes KatG bioactivation, 
is very active against Mabs and Mfor in vitro, in macrophages, 
in pulmonary airway organoids as well as in zebrafish [29,117]. 
Overall, these data indicate that targeting the MA biosynthesis 
pathway (transporter and biosynthetic enzymes) has a strong 
potential for development into novel tools for the develop-
ment of efficient Mabs anti-infective chemotherapy.

6. Expert opinion

There are currently no FDA approved antibiotics to treat Mabs 
lung diseases. Antibiotherapy against Mabs infection suffers 
from a weak success rate, despite the long course of multidrug 
treatment, thus prompting to the rapid discovery of more 
efficient active compounds targeting Mabs in vitro and 
in vivo. MA anabolism is currently being exploited for the 
treatment of tuberculosis and has been deeply explored in 
recent years to identify new anti-TB actives. This pathway has 
only recently been the focus of studies aiming at disclosing 
new inhibitors for future anti-Mabs therapy. Because MA is not 
targeted by any anti-Mabs drug used in clinics, hitting the MA 
pathway would also allow to bypass common acquired resis-
tance mechanisms found in clinical isolates. One way to popu-
late the anti-Mabs chemotype pipeline consists of screen, 
against Mabs, chemical libraries generated during previous 
TB drug discovery campaigns. This relies on the fact that the 
genomes of Mabs shares considerable sequence similarity with 
that of Mtb [142,143]. As predicted from DNA sequence 

similarity at a broad level, these two species have in common 
many biochemical pathways, intimating that drugs in devel-
opment for TB can serve as starting points to ‘jump start’ Mabs 
drug discovery programs. It offers considerable advantages, 
obviating the need to initiate the long-lasting and onerous de 
novo chemical screens [141]. Similarly, many different InhAMTB 

inhibitors have been described that await to be tested against 
whole Mabs. These sets of hit compounds identified are fos-
tering further hit-to-lead development to improve efficacy and 
pharmacokinetic properties.

The validation that inhibitors against MmpL3 and InhA 
are promising drug candidates opens the avenue to the 
evaluation of small molecules hitting the other FAS-II com-
ponents in Mabs. Since inhibitors of many enzymatic steps 
in MA biosynthesis have been reported in Mtb [76,77], this 
multiplies the possibility to rapidly identifying additional 
active molecules against Mabs (Figure 4). Iterative medicinal 
chemistry cycles coupled to in vitro assays should help at 
optimizing compounds with improved efficacy. The best hits 
should then be advanced in ex vivo as well as in in vivo 
studies to determine toxicity, tolerability, and pharmacoki-
netic properties. In this context, zebrafish embryos have 
been validated as a relevant model to study the chronology 
of Mabs infection and used to rapidly test the efficacy of 
compounds in vivo [23,144,145]. It appears particularly sui-
ted in drug screening programs and predictive for drugs 
that might be orally administrated [146]. The use of murine 
models of M. abscessus respiratory infection is also war-
ranted to address the efficacy and safety of new antimicro-
bial agents and to determine the best dosage and route of 
drug administration. Many different mouse models have 
been reported to assay experimental antimicrobial therapies 
against Mabs, such as C3HeB/FeJ, M-CSF KO, GKO, SICD, 
NOD mice, and be exploited to modulate dosing frequency 
and determine eventual adverse effects and the efficacy of 
combinatorial drug regimens [118,147]. Alternatively, admin-
istration of corticosteroids in immunocompetent C3HeB/FeJ 
mice permits higher levels of Mabs burden in the lungs and 
pathology and is shown to be useful for the treatment with 
antibiotics given intranasally [148].

M. avium is another opportunistic pathogen associated with 
biofilm-related infections of the respiratory tract, which is emer-
ging globally and remains particularly laborious to treat [149]. It 
causes pulmonary infections in immunocompromised individuals 
and represents, together with Mabs, the major NTM found in CF 
patients [150]. Since M. avium produces MA and possesses highly 
conserved InhA and MmpL3 proteins with Mabs or Mtb, this 
explains why inhibitors of InhA or MmpL3 are also active against 
M. avium (Tables 1 and 2). As a corollary, new drugs targeting the 
MA pathway in M. avium, which is a more common pathogen than 
Mabs, may perhaps foster pharmaceutical companies to invest 
more efforts for therapeutic strategies involving MA inhibition.
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Les inhibiteurs directs d’InhAMTB présentent donc un fort potentiel à exploiter contre 

M. abscessus, dont notamment le TCS [503] qui présente un intérêt de repositionnement tout 

particulier à travers les nombreux analogues déjà décrits [504]. Dans cette lignée, notre collaboration 

avec l’équipe du Pr Vipan Kumar nous a permis d’évaluer l’activité d’adduits azoïques et d’adduits de 

Mannich et de Glaser à base de TCS vis-à-vis de M. tuberculosis et des MNT (soumis pour publication). 

Nous avons ainsi pu mettre en évidence des analogues présentant une meilleure activité 

antimycobactérienne que la molécule parentale et présentant des propriétés pharmacologiques 

favorables telles qu’une toxicité moindre sur les macrophages en culture.  

 

Notre revue présentée précédemment expose également le potentiel d’inhibiteurs de MmpL3 

qui ont montré leur efficacité contre M. abscessus. En effet, ce transporteur présente également un 

intérêt croissant pour le développement de nouveaux antituberculeux. Afin d’appuyer ces propos, 

nous avons mis en place dans l’équipe un système permettant de réaliser une inactivation génique 

conditionnelle chez M. abscessus. Placé sous le contrôle d’un promoteur de type Tet-OFF, nous avons 

démontré le caractère essentiel de mmpl3 chez M. abscessus. J’ai notamment pu démontrer que la 

réduction de l’expression du transporteur MmpL3 en présence d’anhydrotétracycline s’accompagnait 

d’une perte des TDM et des acides mycoliques liés à l’AG avec pour conséquence une chute drastique 

de la viabilité bactérienne (Annexe 2). Ces résultats et l’ensemble des inhibiteurs prometteurs 

précédemment décrits, ouvrent un nouveau pan de recherche dans la lutte contre les infections à 

M. abscessus sachant qu’aucun antibiotique utilisé en clinique à ce jour ne cible la voie de biosynthèse 

et de transport des acides mycoliques chez cette bactérie. 

 

Par ailleurs, la recherche de nouveaux inhibiteurs ne se limite pas aux enzymes de la voie de 

synthèse des lipides de surface. D’autres cibles identifiées précédemment chez M. tuberculosis 

présentent un intérêt tout particulier, telles que l’ATP synthase, inhibée par la BDQ. Pour dépasser le 

seul concept de repositionnement, nous avons étudié, en collaboration avec l’équipe du Pr Gerhard 

Grüber (Nanyang Technological University, Singapour) un nouveau dérivé de la BDQ. De la même 

manière, ce composé cible le domaine F0 de l’ATP synthase empêchant sa rotation et donc la 

translocation de protons nécessaires à la production d’ATP (manuscrit soumis). Ce composé montre 

une très forte activité antimycobactérienne sur différentes MNT, incluant M. abscessus, M. fortuitum 

et M. avium à très faibles concentrations in vitro. J’ai, pour ma part, pu montrer l’action de ce dérivé 

au sein de macrophages infectés par M. abscessus sans pour autant montrer d’effet toxique. De plus, 

nous avons mis en évidence sa grande efficacité dans un modèle d’infection in vivo de poisson zèbre 

associée à une baisse de la charge bactérienne et des symptômes majeurs de virulence. Ce composé  
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potentialise également l’activité d’autres antimycobactériens ce qui en fait un candidat intéressant à 

inclure dans les cocktails thérapeutiques actuels même si des études complémentaires précliniques et 

cliniques doivent être menées afin de le vérifier. 

 

Néanmoins, nous savons que M. abscessus, et les mycobactéries en général développent 

rapidement des résistances contre les antibiotiques, ce qui en fait un frein majeur dans la réussite de 

la chimiothérapie. Ainsi, de nouvelles alternatives aux antibiotiques se doivent d’être également 

abordées et étudiées. Dans cette lignée, une alternative prometteuse consiste en l’utilisation de 

bactériophages (voir Chapitre II : Antibiothérapie et mécanismes de résistance chez M. abscessus, 

1.6.2. Les bactériophages : une alternative aux antibiotiques). Si la phagothérapie a pendant 

longtemps souffert d’une perte d’intérêt devant le succès des antibiotiques, l’utilisation des 

bactériophages, notamment pour le traitement d’infections causées par des pathogènes 

multirésistants aux antibiotiques, revient sur le devant de la scène. Bien que les autorités sanitaires ne 

favorisent pas encore l’utilisation à grande échelle de cette approche, des usages à caractère 

compassionnel et personnalisé peuvent être autorisés comme cela a été décrit dans plusieurs cas 

d’utilisation contre des infections mycobactériennes persistantes [292]. Ces cas soulignent les 

avantages et les inconvénients d’une telle thérapie, ainsi que la nécessité de mieux comprendre les 

interactions spécifiques entre phages et bactéries et d’optimiser l’efficacité des cocktails phagiques. 

Néanmoins, leur utilisation nécessite d’être couplée aux antibiotiques, et leur grande spécificité 

complexifie leur utilisation à grande échelle. En conséquence, j’ai pu démontrer que l’efficacité d’un 

des phages utilisés dans un traitement compassionnel [291], combiné à des antibiotiques tels que la 

RFB était supérieure à l’action d’un des deux antibactériens seul in vitro. Ce qui a été corroboré au sein 

d’un modèle in vivo de poisson zèbre délétée de la protéine CFTR, soulignant également l’impact de 

l’immunité dans l’efficacité du traitement phagique (Annexe 3). En outre, cette étude met en évidence 

l’utilisation d’un modèle d’organisme vivant dans le but de pouvoir prédire la fiabilité et le succès d’un 

traitement phagique avant leur utilisation chez l’Homme. 

 

 Une seconde alternative envisageable à l’utilisation des antibiotiques réside dans le 

développement de molécules photoactivables. En effet, un inconvénient majeur caractéristique de 

nombreux antibiotiques est l’acquisition rapide de mutations dans le gène codant la cible ou 

l’activateur. De plus, ces mécanismes de résistance peuvent également survenir par transfert 

horizontal de gènes entre espèces bactériennes dans un environnement soumis à une pression 

antibiotique. Dès lors, l’utilisation de molécules à large spectre ne ciblant pas une protéine particulière, 

mais déstabilisant par exemple la membrane bactérienne, pourrait représenter un recours  
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Figure 50 : Représentation des différentes stratégies mises en évidence par ces travaux et 

exploitables dans de futures études envers les infections mycobactériennes 
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supplémentaire pour éradiquer l’infection. La thérapie photodynamique se base sur l’administration 

d’un photosensibilisateur irradié à une longueur d’ondes optimale qui, en présence d’oxygène, va 

produire des ROS permettant des dommages oxydatifs irréversibles au niveau de la membrane et 

contre des substrats organiques qui vont engendrer la lyse bactérienne [543]. Cette méthode, utilisée 

contre les cellules cancéreuses, a montré son intérêt contre diverses infections bactériennes. La 

thérapie photodynamique est site spécifique et ne permet pas aux bactéries de développer une 

résistance grâce au temps court entre l’administration du photosensibilisateur et la stimulation par la 

lumière, combiné à un mode d’action très large [544]. Cette méthode permet notamment de contrôler 

les biofilms bactériens, d’être appliquée à des plaies cutanées locales mais également internes afin 

d’éliminer un foyer infectieux bien localisé [545]. Une des thérapies antibactérienne photodynamique 

développées récemment est basée sur l’utilisation de porphyrines [546]. L’action de ces dernières a 

été démontré in vitro contre les MNT [547] mais aussi in vivo dans des infections de la peau et des 

tissus mous [548]. Ainsi, j’ai pu cribler un ensemble de composés dérivés de porphyrines synthétisés 

par l’équipe du Dr Sébastien Ulrich (Institut des Biomolécules Max Mousseron, Montpellier) et étudier 

leurs caractéristiques sur E. coli et M. abscessus. Les résultats obtenus rapportent une excellente 

activité antibactérienne in vitro et dans un modèle de biofilms (données non publiées). De plus, nous 

avons pu démontrer la désagrégation morphologique de la membrane de M. abscessus due à l’action 

d’un composé photoactivable cationique. Ces résultats sont encourageants dans une perspective 

d’avenir de traitement contre les infections mycobactériennes multirésistantes aux antibiotiques mais 

nécessitent encore d’êtres étayés et validés par d’autres études. 

 

 

En conclusion, face à l’impasse thérapeutique subie par les patients, il apparait essentiel de 

développer de nouveaux traitements contre les infections mycobactériennes. Ainsi, les résultats 

générés aux cours de cette thèse permettent de proposer de nouvelles molécules et nouvelles cibles 

d’intérêt à exploiter dans de futurs développements thérapeutiques (Figure 50). Ils ouvrent également 

la voie à de nouvelles approches à envisager et valider ultérieurement dans le but d’améliorer la prise 

en charge de ces patients. 
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Annexe 1 :  

“Mycobacterium abscessus, un modèle de resistance aux différentes classes d’antibiotiques”,   
Morgane Illouz*, Matthéo Alcaraz *, Françoise Roquet-Banères et Laurent Kremer. Médecine/Sciences 

(Paris), 2021, Vol 37, N°11 Page 993-1001. PMID : 34851275, DOI : 10.1051/medsci/2021164. 
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médecine/sciences 2021 ; 37 : 993-1001

médecine/sciences Mycobacterium 
abscessus,  
un modèle  
de résistance aux 
différentes classes 
d’antibiotiques
Morgane Illouz1,*, Matthéo Alcaraz1,*,  
Françoise Roquet-Banères1, Laurent Kremer1,2

> Mycobacterium abscessus est une bactérie non 
tuberculeuse, environnementale, à croissance 
rapide, qui est responsable d’infections pul-
monaires sévères, notamment chez les patients 
atteints de mucoviscidose. Le traitement actuel 
combine l’utilisation d’une E-lactamine et d’un 
aminoglycoside associés à un macrolide. Cette 
bactérie est polyrésistante à la plupart des anti-
biotiques utilisés en clinique. Les mécanismes de 
résistance, innés ou acquis, qu’elle a développés, 
conduisent fréquemment à des échecs théra-
peutiques, ce qui limite considérablement les 
moyens de lutte disponibles pour le clinicien. Une 
compréhension globale des mécanismes de résis-
tance de cette bactérie s’avère ainsi nécessaire 
pour contrer les infections pulmonaires qu’elle 
provoque. <

hémato-encéphalique est altérée, d’atteintes du système nerveux cen-
tral, M. abscessus est responsable d’infections pulmonaires sévères, en 
particulier chez les patients souffrant de troubles pulmonaires comme la 
mucoviscidose [4]. On estime en effet que 10 à 20 % de ces patients, qui 
présentent une susceptibilité accrue aux infections bactériennes, sont 
infectés par une MNT (principalement M. abscessus et Mycobacterium 
avium). L’infection par M. abscessus est l’une des infections bactériennes 
les plus difficiles à traiter : elle est en effet multi-résistante aux antibio-
tiques, et le taux d’échec des traitements atteint près de 60 % [5]. Sa 
place de pathogène émergent s’explique par son incidence, qui peut sur-
passer, dans certains pays industrialisés, celle de Mycobacterium tuber-
culosis, l’agent étiologique de la tuberculose [4]. Le séquençage complet 
du génome de M. abscessus a révélé la présence de plusieurs gènes codant 
des facteurs de virulence spécifiques de M. tuberculosis ainsi que de nom-
breux facteurs de virulence non mycobactériens, caractéristiques d’autres 
pathogènes souvent associés à la mucoviscidose, tels que Pseudomonas 
aeruginosa [6, 7]. La grande plasticité du génome de M. abscessus et les 
nombreux mécanismes de résistance aux antibiotiques que déploie cette 
bactérie témoignent de sa capacité d’adaptation à son environnement.

M. abscessus, une menace croissante pour les patients 
atteints de mucoviscidose ?

La mucoviscidose est une maladie génétique héréditaire 
causée par une mutation du gène codant la protéine 
CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) [8] (➜).
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(IRIM), Université de Montpellier, 
1919 route de Mende,  
34293, Montpellier, France.
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France.
*Contribution équivalente
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Mycobacterium abscessus a été isolée pour la première 
fois en 1950, par Morris Moore et John B Frerichs, chez une 
patiente de 63 ans ayant consulté pour divers troubles dont 
un abcès situé au niveau du genou, résultant d’un trauma-
tisme survenu 48 ans plus tôt [1]. Cette mycobactérie non 
tuberculeuse (MNT) à croissance rapide est classée dans 
le phylum des Actinobactéries (Figure 1A). M. abscessus 
regroupe en fait trois sous-espèces bactériennes : M. abs-
cessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii et 
M. abscessus subsp. massiliense. Celles-là diffèrent par 
leur profil génétique mais aussi par leur susceptibilité à 
certains antibiotiques [2]. M. abscessus est un pathogène 
opportuniste intracellulaire (Figure 1B) qui est souvent 
assimilé à d’autres mycobactéries. Confondue avec ces 
autres espèces, sa prévalence propre pourrait ainsi être 
largement sous-estimée. Son mode de transmission reste 
encore largement incompris. Néanmoins, une étude réa-
lisée en 2016 suggère une transmission interhumaine 
possible chez les patients atteints de mucoviscidose [3]. 
M. abscessus est responsable de manifestations cliniques 
très étendues. Outre des infections cutanées, osseuses, 
disséminées et, voire, dans de rares cas, lorsque la barrière (➜) Voir la Synthèse 

de C. Ferec, m/s 
n° 6-7, juin-juillet 
2021, page 618Vignette (Photo © Wassim Daher).
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consortium regroupant l’US Cystic Fibrosis Foundation et 
l’European Cystic Fibrosis Society, préconise maintenant 
une première phase de thérapie dite intensive (durant 
au moins un mois), suivie d’une phase de prolonga-
tion (de 12 mois) (Figure 2). Cette stratégie prend en 
compte le profil de résistance aux antibiotiques de la 
souche à l’origine de l’infection. Il est donc important 
de différencier les isolats cliniques de M. abscessus qui 
sont sensibles ou résistants aux antibiotiques, dont les 
macrolides. L’action combinée de plusieurs antibiotiques 
permet de cibler différentes voies métaboliques utilisées 
par la bactérie afin de l’éradiquer (Figure 3) [14].

Les classes d’antibiotiques
Les E-lactamines regroupent une large classe d’anti-
biotiques (dont les pénicillines, les céphalosporines, les 
carbapénèmes). Elles agissent en inhibant la synthèse 
d’un composant essentiel de la paroi des mycobac-
téries, le peptidoglycane, formé d’une épine dorsale 
alternant des chaînons N-acétyl glucosamine - acide 
N-acétyl muramique, et de chaînes tétrapeptidiques 
(L-Alaninyl-D-isoGlutaminyl-meso-diaminopimelyl-
D-Alanine) liées à l’acide muramique. Lors de l’étape 
finale de la synthèse de cet hétéropolymère, des liai-
sons covalentes se forment entre les chaînes latérales 
des peptides monomères qui le composent, produisant 
la macromolécule qui englobera la membrane plas-
mique. La réticulation du peptidoglycane est assurée 
par des transpeptidases bactériennes qui appartiennent 
à la famille des protéines liant la pénicilline (PBP), les 
D,D-transpeptidases (DDT) et les L,D-transpeptidases 
(LDT), qui catalysent respectivement des liaisons de 
type 4o3 et 3o3 entre ces chaines peptidiques laté-
rales [15]. Les E-lactamines agissent sur ces trans-
peptidases en entrant en compétition, par mimétisme, 
avec le substrat de ces enzymes, bloquant ainsi la bio-
synthèse du peptidoglycane. Les céphalosporines et les 

Cette maladie autosomique récessive affecte, en particulier, les fonc-
tions digestives et respiratoires. La protéine CFTR est en effet une 
protéine transmembranaire qui joue un rôle de canal ionique loca-
lisé au pôle apical des cellules épithéliales pulmonaires, permettant 
l’échange d’ions chlorure et sodium au travers de la membrane des 
cellules [9]. Des mutations du gène CFTR entraînent un dysfonctionne-
ment à l’origine d’une mauvaise hydratation du mucus bronchique, qui, 
de ce fait, devient de plus en plus épais et visqueux, favorisant ainsi 
l’établissement d’infections polymicrobiennes chroniques. M. absces-
sus représente, avec M. avium, la MNT la plus fréquemment retrouvée 
dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose, pou-
vant induire un déclin rapide de leurs fonctions pulmonaires [10]. Le 
dysfonctionnement de CFTR réduit, entre autre, l’activité bactéricide 
des macrophages en raison d’une diminution de leur production de 
radicaux oxydants en réponse aux infections [11]. À l’incapacité du 
système immunitaire inné à contrôler efficacement les infections 
bactériennes, s’ajoute la difficulté, pour le clinicien, à traiter ces 
infections et à éradiquer le bacille responsable [12]. La présence de 
M. abscessus peut aussi représenter une contre-indication à la greffe 
pulmonaire, un recours souvent nécessaire chez les patients atteints 
de mucoviscidose.

L’antibiothérapie comme traitement des infections 
à M. abscessus

La majorité des molécules utilisées en clinique dans le traitement contre 
M. abscessus ont un effet bactériostatique : elles ne font que stopper la 
prolifération bactérienne, sans induire la mort des bactéries. Ces molé-
cules ne montrent également que peu ou pas d’activité vis-à-vis des 
biofilms, constructions complexes formées de colonies bactériennes, ce 
qui pourrait expliquer la relative inefficacité des régimes thérapeutiques 
actuellement appliqués [13]. Pendant plusieurs années, les recom-
mandations thérapeutiques ont été fondées sur une trithérapie, asso-
ciant une E-lactamine (imipénème ou céfoxitine), un aminoglycoside 
(amikacine), administrés par voie parenté rale pendant 12 mois, et un 
macrolide (clarithromycine ou azithromycine), par voie orale. Afin d’op-
timiser cette thérapie chez les personnes atteintes de mucoviscidose, un 

Figure 1. M. abscessus, un bacille intracellu-
laire. A. Image de microscopie en contraste 
de phase de M. abscessus. L’échelle représente 
5 µm. B. Image d’immunofluorescence d’un 
macrophage infecté par M. abscessus expri-
mant TdTomato (rouge). Les macrophages sont 
détectés grâce à un anticorps anti-CD63 (vert) 
et les noyaux sont marqués au DAPI (bleu). 
L’échelle représente 10 µm.

A B
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la diversité des lipides qui la constituent, joue le rôle 
de première barrière à l’encontre de nombreuses molé-
cules exogènes, dont certains antibiotiques. Comme 
toute cellule, la bactérie est bordée d’une membrane 
constituée d’une bicouche lipidique : la membrane 
interne (MI) (Figure 4A). Ancrés dans cette bicouche, 
se trouvent une grande variété de glycoconjugués : des 
glycolipides et des lipoglycanes, tels 
que le phosphatidyl-myo-inositol 
mannoside, le lipomannane ou le 
lipoarabinomannane [22] (➜).
Entourant cette membrane interne, 
l’espace périplasmique est constitué du peptidogly-
cane, un hétéropolymère lié de manière covalente à 
une couche d’arabinogalactane, elle-même estérifiée 
par des acides mycoliques, des acides gras à longues 
chaînes carbonées. Ces acides mycoliques, caractéris-
tiques des mycobactéries, constituent le feuillet interne 
de la mycomembrane. Dans le feuillet externe de cette 
dernière viennent s’insérer des lipides et glycolipides, 
tels que le tréhalose monomycolate, le tréhalose dimy-
colate, le tréhalosepolyphléate mais aussi des gly-
copeptidolipides [23]. Cette vaste panoplie de lipides 
participe grandement aux propriétés de résistance de la 
paroi, par exclusion de taille des molécules exogènes, 
mais aussi par son caractère hydrophobe, conférant une 
résistance naturelle aux antibiotiques hydrophiles.
L’export actif à travers la membrane
Dans la membrane interne, de nombreuses pro-
téines jouant le rôle de pompes à efflux sont insérées 
(Figure 4B). Parmi celles-ci, les protéines de la famille 
MmpL (Mycobacterial membrane protein Large) [24]
permettent de maintenir l’homéostasie de la bactérie. 
Elles sont également responsables d’une balance phy-
siologique permettant l’export de toxines et de méta-
bolites produits par la bactérie. Ces protéines mem-
branaires ont une grande variété de substrats, comme 
les facteurs de virulence, mais elles ont aussi un rôle 
indispensable dans le transport de lipides et dans l’éla-
boration de la paroi bactérienne. Dans certains cas, les 

carbapénèmes présentent des activités différentes sur les deux types 
de transpeptidases : plus efficaces contre les DDT pour les céphalos-
porines, supérieures contre les LDT pour les carbapénèmes [16].
Les macrolides représentent une autre classe d’antibiotiques. Ils 
ciblent, quant à eux, la synthèse protéique en interagissant avec l’ARN 
ribosomique (ARNr) 23S de la grande sous-unité du ribosome (50S). 
Ces antibiotiques empêchent ainsi l’allongement de la chaîne pepti-
dique en bloquant le tunnel de sortie par lequel les peptides nouvel-
lement synthétisés s’éloignent du centre peptidyltransférase [17]. Les 
macrolides, tels que la clarithromycine ou l’azithromycine ont un effet 
bactériostatique auquel malheureusement M. abscessus subsp. abs-
cessus et M. abscessus subsp. bolletii sont souvent résistantes [18].
Les aminoglycosides sont des molécules hydrophiles qui inhibent la 
synthèse des protéines en se liant au site A de l’ARNr 16S constituant 
la petite sous-unité des ribosomes [19]. Cette interaction est à l’ori-
gine d’une mauvaise lecture du codon lors de la délivrance de l’ARN de 
transfert (ARNt) des aminoacyls et, par conséquent, provoquent une 
traduction erronée de l’ARN messager (ARNm).
Les tétracyclines inhibent également la synthèse protéique des bac-
téries mais en prévenant l’association des aminoacyl-ARNt aux ribo-
somes bactériens [20]. Les membres de cette famille, comme la mino-
cycline, ne présentent généralement qu’une activité modeste contre M. 
abscessus. Dérivée de la minocycline, la tigécycline fait exception. Elle 
est la seule tétracycline à présenter une chaîne 2-tert-butylglycyla-
mino liée au carbone C-9 du cycle aromatique du squelette de la molé-
cule (Figure 3). Ce substituant augmente l’affinité de la molécule pour 
le ribosome, lui conférant une forte activité inhibitrice ainsi que la 
capacité d’échapper aux mécanismes de résistance aux tétracyclines 
les plus couramment développés par les bactéries [21].
Le traitement de l’infection par M. abscessus par ces antibiotiques, 
dont la durée excède souvent 12 mois, s’accompagne néanmoins 
d’effets secondaires notoires, ce qui conduit, malgré leur efficacité, à 
de nombreuses impasses thérapeutiques.

La polyrésistance de M. abscessus aux diverses classes 
d’antibiotiques
Une résistance innée de la bactérie
La paroi mycobactérienne, une barrière naturelle
Si les mécanismes de résistance développés par M. abscessus sont 
nombreux et variés, la paroi mycobactérienne, unique en son genre par 

(➜) Voir la Synthèse 
de L. Kremer et al., 
m/s n° 6-7, 
juin-juillet 1999, 
page 842

Figure 2. Régime thérapeutique dans le cadre 
d’infections à M. abscessus. La phase inten-
sive, d’une durée pouvant excéder un mois, 
comporte une dose quotidienne d’amikacine 
injectée par voie intraveineuse (AMKIV), d’un 
antibiotique choisi parmi l’imipénème (IPM), 
la tigécycline (TGC) ou la céfoxitine (CFX), 
ainsi qu’un macrolide (azithromycine (AZM) 

ou clarithromycine (CLR)). La phase de prolongation, d’une durée d’environ 12 mois, comprend un macrolide, de l’AMK en aérosol ainsi que 2 à 3 
antibiotiques choisis parmi la clofazimine (CFZ), le linézolide (LNZ), la minocycline (MNC) ou la moxifloxacine (MOX), dont le choix est dépendant 
du profil de résistance de chaque isolat clinique.

Phase intensive Phase de prolongation

AMKIV
IPMIV CFXIV

TGCIV
AZM ou CLR
t 1 mois

AZM ou CLR
12 mois

CFZ MNC

MOXLNZ
AMKaérosol
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tiels dans la résistance aux antibiotiques de la bactérie 
restent encore limitées. Toutefois, diverses études 
sont actuellement menées dans le but d’identifier des 
inhibiteurs spécifiques de ces pompes à efflux afin de 
potentialiser l’efficacité des traitements [28].
Les enzymes modifiant/inactivant les antibiotiques
À côté de ces systèmes d’export, M. abscessus regorge 
d’une grande variété d’enzymes capables de modifier 
chimiquement de nombreux antibiotiques, et ainsi de 
les rendre inopérants. Ces enzymes, qui limitent donc 
considérablement les options de traitement, consti-
tuent un pan non négligeable du « résistome » de 
M. abscessus (Tableau I). Parmi celles-là, une seule, 
ciblant les E-lactamines, a été identifiée chez M. abs-
cessus : la E-lactamase BlaMAB (Figure 4C). Codée par le 
gène MAB_2875, elle hydrolyse le noyau E-lactame de 
nombreuses molécules antibiotiques, comme les péni-
cillines, les carbapénèmes ou les céphalosporines. En 
clinique, l’utilisation de certains antibiotiques, comme 
l’imipénème et la céfoxitine, reste néanmoins possible. 
La BlaMAB ne les dégradent en effet que très lentement, 
leur conférant une certaine efficacité [29]. L’avibac-
tam, développé par AstraZeneca, un inhibiteur spéci-

pompes à efflux peuvent participer à l’export, du cytoplasme vers le 
milieu extérieur, de substances exogènes (telles que les antibiotiques) 
qui auraient pénétré dans la cellule. Certaines de ces protéines MmpL 
agissent de concert avec des protéines MmpS (Mycobacterial mem-
brane protein Small), dont les gènes sont adjacents à ceux codant 
les MmpL. Le cluster de gènes MAB_2300/MAB_2301, codant les pro-
téines MmpS/MmpL, est ainsi impliqué dans l’export d’antibiotiques 
comme la bédaquiline (BDQ) et la clofazimine (CFZ) (Figure 4B). Leur 
capacité d’export n’induit toutefois pas de résistances importantes 
[25] (Tableau I). Une protéine apparentée à la pompe à efflux LmrS 
(lincomycin resistance protein of Staphylococcus aureus), ainsi que 
MmpL9, participent à la résistance au linézolide (LNZ) chez M. absces-
sus. En effet, des niveaux élevés de transcrits du gène codant MmpL9 
ont été décrits chez des souches résistantes au linézolide, témoignant 
de l’implication probable de cette molécule dans l’export de l’antibio-
tique [26] (Figure 4B). La résistance de M. abscessus aux analogues 
du thiacétazone (TAC) s’explique également par l’export actif de ces 
antibiotiques par le système MAB_4383c/MAB_4382c, homologue de 
mmpS5/mmpL5 chez Mycobacterium tuberculosis [27].
Si l’ensemble de ces transporteurs confèrent une perméabilité ajus-
table à la paroi bactérienne et représentent ainsi des mécanismes 
de résistance intrinsèque aux antibiotiques chez M. abscessus, nos 
connaissances sur l’implication d’autres systèmes de transport poten-

Inhibition de la synthèse de la paroi bactérienne

Inhibition des acides nucléiques

Induction de ROS Inhibition de l’ATP synthétase

Inhibition de la synthèse protéique bactérienne
b-lactamines

Rifamycine Fluoroquinolone

Phénazine Diarylquinoline

Macrolides Oxazolidinone

Aminoglycoside Tétracyclines

Imipénème
(IPM)

Céfoxitine
(CFX)

Rifabutine
(RFB)

Moxifloxacine
(MOX)

Clofazimine
(CFZ)

Bédaquiline
(BDQ)

Clarithromycine
(CLR)

Azithromycine
(AZM)

Linézolide
(LNZ)

Amikacine
(AMK)

Tigécycline
(TGC)

Minocycline
(MNC)

Figure 3. Structure chimique des principaux antibiotiques utilisés dans le traitement des infections pulmonaires à M. abscessus. Les principales 
classes d’antibiotiques préconisées dans le traitement ainsi que leur mode d’action sont indiqués. ROS : reactive oxygen species.
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+ CH3
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Modification / inactivation de l’ATBC

BlaMAB b-lactamines

AAC(2’)
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Macrolides
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Aminoglycosides
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= rpoB

Amikacine
Kanamycine
Hygromycine
Streptomycine
Gentamycine
Rifampicine
Clarithromycine
Azithromycine

Tétracycline
Imipénène
Céfoxitine
Bédaquiline
Clofazimine
Linézolide

MAB_2300-MAB_2301

MmpL9

LmrS

Ribosome

ARN polymérase

50 S

30 S

ARNP

Figure 4. Mécanismes de résistances innée et acquise chez M. abscessus vis-à-vis des principales classes d’antibiotiques. A. La paroi mycobacté-
rienne riche en lipides représente la première ligne de défense contre certains antibiotiques, de par sa forte hydrophobicité et l’exclusion de taille 
qu'elle provoque. B. L’export d’antibiotiques, tels que la bédaquiline, la clofazimine ou encore le linézolide, implique des protéines transmembra-
naires, incluant par exemple les transporteurs de type MmpL. C. M. abscessus exprime de nombreuses enzymes capables de modifier et d’inactiver 
directement les antibiotiques. ArrMAB (une ADP ribosyltransférase) inhibe l’action de la rifampicine tandis que AAC(2’) et Eis2 (des N-acétyltrans-
férases) ainsi que APH(3’) (une 3’’-O-phosphotransférase) neutralisent l’activité des aminoglycosides. MabTetX (une monooxygénase) inactive 
l’activité des tétracyclines. D. D’autres enzymes modifient la cible des antibiotiques. La méthyltransférase Erm(41) inhibe l’action des macrolides 
en méthylant l’ARNr 23S de la sous-unité 50S du ribosome, diminuant ainsi l’affinité de l’antibiotique vis-à-vis du ribosome. E. Le polymorphisme 
génétique est impliqué dans la résistance à plusieurs classes d’antibiotiques, incluant notamment les macrolides, les aminoglycosides ou les 
rifamycines. MM : mycomembrane ; AG : arabinogalactane ; PG : peptidoglycane ; MI : membrane interne ; LAM : lipoarabinomannane ; LM : lipo-
mannane ; TMM : tréhalose monomycolate ; TDM : tréhalose dimycolate ; GPL : glycopeptidolipide ; PIM : phosphatidyl-myo-inositol mannoside.
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nité pour l’ARNr 16S de la sous-unité 30S du ribosome, 
ce qui les rend inopérantes (Figure 4C).
Bien qu’efficaces contre M. tuberculosis, les tétracy-
clines n’ont que peu d’effet sur M. abscessus. En effet, 
M. abscessus exprime une monooxygénase, la MabTetX 
[34], qui inactive les tétracyclines (Figure 4C). La 
délétion du gène MAB_1496c qui code cette enzyme, 
entraîne chez la souche mutée, une sensibilité accrue 
à ce type d’antibiotique, vingt fois plus élevée par rap-
port à la souche parentale, confirmant l’importance de 
cette enzyme dans la résistance aux tétracyclines.
La rifampicine est une molécule utilisée en première 
intention pour le traitement de la tuberculose. M. abs-
cessus reste cependant insensible à l’action de cet 
antibiotique. La raison de cette résistance repose sur 
la présence chez M. abscessus d’une ribosyltransfé-
rase, l’ADP ribosyltransférase ArrMAB, codée par le gène 
MAB_0591. Cette enzyme est capable d’ADP ribosyler la 
rifampicine, l’empêchant d’agir au niveau de la sous-
unité E de l’ARN polymérase [35] (Figure 4C). La décou-

fique de la BlaMAB, permet, également de réduire considérablement la 
concentration minimale inhibitrice de certaines E-lactamines. Cette 
molécule augmente ainsi l’efficacité de ces antibiotiques, ouvrant la 
voie vers de nouvelles approches thérapeutiques, et donc à l’utilisa-
tion de cette famille d’antibiotiques [30].
La résistance de M. abscessus aux aminoglycosides s’explique par la 
présence chez cette bactérie de trois enzymes (deux acétyltransfé-
rases et une phosphotransférase) capables de neutraliser cette classe 
d’antibiotiques. Les deux N-acétyltransférases, AAC(2’) et Eis2, sont 
codées respectivement par les gènes MAB_4395 et MAB_4532c. AAC(2’) 
acétyle le groupement amine situé en position 2’ de certains amino-
glycosides tels que la kanamycine ou la gentamycine [31], deux anti-
biotiques qui ne sont pas utilisés dans les traitements cliniques. Eis2, 
quant à elle, inactive l’amikacine, la kanamycine ou l’hygromycine, en 
acétylant le premier groupement amine de ces molécules [32]. L’inac-
tivation des gènes codant ces enzymes entraîne une sensibilité accrue 
des bactéries aux aminoglycosides [31]. La 3’’-O-phosphotransférase 
(APH(3’)), codée par le gène MAB_2385, est, elle, déterminante dans 
la résistance à la streptomycine [33]. Les modifications chimiques que 
ces enzymes produisent sur les aminoglycosides, diminuent leur affi-

Antibiotique Voie métabolique/cible Gène(s) impliqué(s) Réf.

Isoniazide
Synthèse des acides mycoliques /énoyl ACP 
réductase InhA

Polymorphisme du gène katG codant l’enzyme d’activa-
tion de l’INH

[31]

Rifampicine Transcription/ARN polymérase ADP-ribosylation de la rifampicine par ArrMAB [35]

Aminoglycosides Synthèse protéique/ARNr 16S
Inactivation par AAC(2’) 
Inactivation par APH(3’’)

[31]
[33]

b-lactamines
Synthèse du peptidoglycane/Penicillin-
binding protein

Inactivation par BlaMAB [53]

Tétracycline
Synthèse protéique/empêche
l’attachement de l’aminoacyl- ARNt au ribo-
some

Inactivation par MabTetX [34]

Macrolides Synthèse protéique/ARNr 23S Modification de la cible par le produit du gène erm(41) [18]

Analogues du 
thiacétazone

Synthèse des acides mycoliques /déshydratases 
HadABC

Pompe à efflux de type MmpS/MmpL codée par 
MAB_4383c/4382c

[54]

Bédaquiline Production d’énergie/ATP synthase
Pompes à efflux de type MmpS/MmpL codées par 
MAB_2300/2301 et MAB_1135c/1134c

[25,55]

Clofazimine
Production de radicaux oxydants produits par 
la NADH:quinone oxydoréductase
de type 2

Pompes à efflux de type MmpS/MmpL codées par 
MAB_2300/2301 et MAB_1135c/1134c

[25,55]

Tableau I. Résistance innée et acquise aux antibiotiques chez M. abscessus. ACP : acyl carrier protein ; Inh : isoniazid ; KatG : catalase/peroxidase ; 
MmpL : Mycobacterial membrane protein Large ; MmpS : Mycobacterial membrane protein Small.
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associées à de hauts niveaux de résistance de M. 
abscessus aux aminoglycosides [40]. Deux nouvelles 
mutations (C1496T et T1498A)2 ont été identifiées 
récemment [41].

Résistance acquise aux rifamycines
M. abscessus est réfractaire à l’action de la rifampicine 
qui est inactivée par l’action de la ArrMAB. Toutefois, la 
rifabutine, de la famille des rifamycines, fait excep-
tion. Dans un modèle d’infection chez le poisson-zèbre 
(zebrafish) [42, 43] (➜) ainsi que 
dans un modèle murin d’infec-
tion par M. abscessus [44], cet 
antibiotique présente des effets 
bactéricides. Ces données confirment la capacité de la 
rifabutine à inhiber la transcription chez M. abscessus, 
à l’instar de la rifampicine. Des mutations du gène rpoB 
qui code la sous-unité E de l’ARN polymérase (H447Y, 
H447D et S452L)3 sont cependant à l’origine de la résis-
tance de la bactérie à la rifabutine [43].

Conclusion et perspectives

Les nombreux mécanismes de résistance de M. abs-
cessus, conjugués à l’émergence de souches multi-
résistantes, limitent considérablement les outils mis 
à la disposition du clinicien pour traiter les infections 
pulmonaires causées par cette mycobactérie atypique. 
Le traitement actuel recommandé ne permet pas, dans 
la plupart des cas, d’éradiquer des infections à M. 
abscessus. Face à ce problème de santé publique en 
progression constante, des efforts doivent être faits 
pour encourager et favoriser des études ayant pour but 
d’identifier de nouvelles pistes thérapeutiques pour 
lutter contre les infections persistantes à M. absces-
sus, avec en particulier, l’identification de nouvelles 
cibles d’intérêt thérapeutique et le développement de 
molécules auxquelles cette bactérie serait sensible. 
Depuis plusieurs années, la recherche se concentre 
sur la découverte et le repositionnement de molécules 
actives vis-à-vis de M. abscessus comme, par exemple, 
la rifabutine [43, 44], la bédaquiline [45, 46], le tédi-
zolide [47] ou les inhibiteurs du transporteur des acides 
mycoliques MmpL3 [48, 49] (➜).
D’autres molécules ou formula-
tions sont actuellement testées 
dans des essais cliniques, comme 
l’inhalation d’amikacine liposo-
male ou le monoxyde d’azote [50]. Des approches 

2 Cytosine 1496 > Thymine ; thymine 1498 > adénine.
3 Ou c.1339C>T ; c.1339C>G ; c.1355C>T

verte de dérivés de la rifamycine, plus réfractaires à l’ADP-ribosylation 
par ArrMAB, représente néanmoins une piste de recherche prometteuse 
dans la lutte contre M. abscessus [36].
Les enzymes protégeant la cible des antibiotiques
M. abscessus possède également une enzyme capable de protéger les 
protéines ciblées par les macrolides (Tableau I). La méthyltransfé-
rase Erm(41), codée par le gène MAB_2997, est en effet capable de 
méthyler l’adénine en position 2058 de l’ARNr 23S de la sous-unité 50S 
du ribosome [18] (Figure 4D). Par cette méthylation, cette enzyme 
produit un encombrement stérique qui réduit l’affinité des macrolides 
pour le tunnel de sortie du polypeptide. Il existe un polymorphisme du 
gène erm(41) codant cette méthyltransférase, sur le nucléotide en 
position 28 : thymine ou cytosine. Selon ce polymorphisme, les souches 
cliniques de M. abscessus présentent une résistance à la clarithromy-
cine ou à l’azithromycine : le sequevar (ou variant) T28 (correspondant 
à un résidu tryptophane [Trp] en position 10 de la protéine) est en 
effet associé à une résistance inductible, alors que le sequevar C28 
(correspondant à un résidu arginine [Arg10]) est associé à une sen-
sibilité de la bactérie aux macrolides [37]. Le niveau de résistance 
de la bactérie, qui augmente progressivement en fonction du temps 
d’exposition à la clarithromycine ou à l’azithromycine, est inductible 
et directement lié à l’activateur de transcription WhiB7 [38]. Sachant 
que les macrolides représentent la pierre angulaire de la thérapie anti-
M. abscessus, cette résistance aux macrolides inductible, observée 
dans 40 à 60 % des souches cliniques [37], rend compte du problème 
majeur de santé publique que représente l’infection par cette bactérie.

Polymorphisme nucléotidique et résistance acquise

Aux mécanismes de résistance innée que nous avons décrits, s’ajoutent 
des résistances acquises par M. abscessus. Ces résistances, fruit de 
modifications génétiques qui sont retrouvées dans les isolats cliniques, 
sont le résultat d’une exposition prolongée de la bactérie aux antibio-
tiques. Des mutations spontanées surviennent ainsi au sein des gènes 
codant les cibles protéiques des antibiotiques (Tableau I et Figure 4E), 
mais d’autres mécanismes additionnels, tels que le transfert génétique 
entre espèces bactériennes, sont probablement impliqués.

Résistance acquise aux macrolides
Des mutations du gène rrl, qui code l’ARNr 23S [39], touchant les adé-
nines en position 2058 et 2059 de l’ARNr 23S, sont induites au décours 
des expositions aux antibiotiques. Celles-ci réduisent l’activité des 
macrolides, et sont retrouvées dans les isolats de M. abscessus, comme 
c’est le cas pour d’autres espèces mycobactériennes, telles que M. 
avium [39].

Résistance acquise aux aminoglycosides
Des mutations du gène rrs, qui code l’ARNr 16S et qui induisent une 
résistance aux aminoglycosides, ont été décrites. Quatre mutations, 
affectant l’ARNr 16S (T1406A, A1408G, C1409T et G1491T)1, ont été 

1 Thymine 1406 > adénine ; adénine 1408 > guanine ; cytosine 1409 > thymine ; guanine 1491 > thymine.

(➜) Voir la Synthèse de 
A. Bernut et al.,  
m/s n° 6-7, juin-juillet 
2015, page 638

(➜) Voir la Nouvelle 
de C. Raynaud et 
L. Kremer, m/s n° 8-9, 
août-septembre 2020, 
page 691
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alternatives à l’antibiothérapie sont également en 
cours d’étude. La phagothérapie, par exemple, très 
utilisée au début du XXe siècle, est remise au devant 
de la scène dans la lutte contre les infections par 
les MNT [51] (➜).
Ainsi, l’administration d’un cocktail de mycobactériophages spéci-
fiques à une souche multirésistante de M. abscessus, dans le cadre 
du traitement d’une infection disséminée chez une jeune patiente 
atteinte de mucoviscidose, a amélioré l’état clinique de la patiente 
et a suscité beaucoup d’espoir [52]. Si la phagothérapie reste encore 
anecdotique dans les pays occidentaux, elle pourrait néanmoins 
permettre d’établir des traitements personnalisés avec une toxicité 
moindre, notamment chez les patients particulièrement réfractaires à 
l’antibiothérapie classique. ‡

SUMMARY
Mycobacterium abscessus, a model of resistance to multiple 
antibiotic classes
Mycobacterium abscessus is an environmental fast-growing, non-
tuberculous mycobacterium responsible for severe lung infec-
tions, especially in patients with underlying lung disorders such as 
cystic fibrosis. The standard chemotherapy combines a E-lactam 
(imipenem or cefoxitin), an aminoglycoside (amikacin) and a 
macrolide (clarithromycin or azithromycin). However, resistance 
of this bacterium to most antibiotic classes, including nearly all 
anti-tubercular drugs, leads frequently to treatment failure and 
considerably reduces the therapeutic arsenal available to the clini-
cian. A comprehensive understanding of the innate and acquired 
resistance mechanisms is thus necessary to counteract M. absces-
sus lung infections. ‡
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TIRÉS À PART
S. Lacroix-Desmazes

Possédées du Malin au Moyen-Âge, les sorcières hystériques sont vouées au bûcher. Enfermées au XVIIe siècle, maltraitées, 
elles rejoignent la Cour des Miracles de l’Hospice de la Vieillesse-Femmes à la Salpêtrière... Jusqu’à ce que le Dr Jean-
Martin Charcot (1825-1893) mène le combat qui transforme l’ancien hospice en hôpital : l’École de la Salpêtrière de 

Paris est née, qui devient lieu de recherche, d’enseignement et de soins, de 
renommée internationale.
Jean Martin Charcot n’a pas bonne presse, et pourtant... Hystérie et folie 
traversent les siècles, prenant les formes de « l’air du temps ».
De l’utérus migrateur d’Hippocrate aux recherches neurologiques de 
Charcot. Du désir inconscient avec Freud à la jouissance du parlêtre chez 
Lacan... C’est à cette traversée historique et conceptuelle que nous convie 
cet ouvrage.
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Annexes 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Annexe 2 :  

“Silencing essential gene expression in Mycobacterium abscessus during infection”,   
Yves-Marie Boudehen, John Jairo Aguilera-Correa, Matthéo Alcaraz et Laurent Kremer. Microbiology 

Spectrum, 2023. 
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^ŝůĞŶĐŝŶŐ�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĚƵƌŝŶŐ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ���
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zǀĞƐͲDĂƌŝĞ��ŽƵĚĞŚĞŶϭ͕�zĂƌĂ�dĂƐƌŝŶŝϭ͕�:ŽŚŶ�:ĂŝƌŽ��ŐƵŝůĞƌĂͲ�ŽƌƌĞĂϭ͕�DĂƚƚŚĠŽ��ůĐĂƌĂǌϭ͕����

ĂŶĚ�>ĂƵƌĞŶƚ�<ƌĞŵĞƌϭ͕Ϯ͕Ύ���

���

���
ϭ�ĞŶƚƌĞ�EĂƚŝŽŶĂů�ĚĞ�ůĂ�ZĞĐŚĞƌĐŚĞ�^ĐŝĞŶƚŝĨŝƋƵĞ�hDZ�ϵϬϬϰ͕�/ŶƐƚŝƚƵƚ�ĚĞ�ZĞĐŚĞƌĐŚĞ�ĞŶ�/ŶĨĞĐƚŝŽůŽŐŝĞ�ĚĞ���

DŽŶƚƉĞůůŝĞƌ�;/Z/DͿ͕�hŶŝǀĞƌƐŝƚĠ�ĚĞ�DŽŶƚƉĞůůŝĞƌ͕�ϭϵϭϵ�ƌŽƵƚĞ�ĚĞ�DĞŶĚĞ͕�ϯϰϮϵϯ͕�DŽŶƚƉĞůůŝĞƌ͕�&ƌĂŶĐĞ͘���
Ϯ/E^�ZD͕�/Z/D͕�DŽŶƚƉĞůůŝĞƌ͕�&ƌĂŶĐĞ͘����
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ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ� ŽƉƚŝŵŝǌĞĚ� ĨŽƌ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ� ĂŶĚ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ͘����

&ůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ƌĞƉŽƌƚĞƌ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ƐƚƌĂŝŶƐ�ǁĞƌĞ�ĚĞǀĞůŽƉĞĚ�ǁŚĞƌĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ǁĂƐ�ƵŶĚĞƌ�ƚŚĞ�ĐŽŶƚƌŽů����
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ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘� �ŝŽĐŚĞŵŝĐĂů� ƐƚƵĚŝĞƐ� ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ� ƚŚĂƚ� ƚŚĞ� ĂĚĚŝƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ� ǁĂƐ� ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� Ă� ĚŽƐĞͲ���

ĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ĚĞĐƌĞĂƐĞ� ŝŶ� ŝͿ� ƚŚĞ�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ� ƚŚĞ�DŵƉ>ϯ�ƉƌŽƚĞŝŶ͕� ŝŝͿ� ƚŚĞ�ďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ�ŽĨ� ƚƌĞŚĂůŽƐĞ����

ĚŝŵǇĐŽůĂƚĞ�ĂŶĚ�ŵǇĐŽůǇůĂƚĞĚ�ĂƌĂďŝŶŽŐĂůĂĐƚĂŶ͕� ŝŝŝͿ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ǀŝĂďŝůŝƚǇ�ŽŶ�ĂŐĂƌ�ĂŶĚ� ůŝƋƵŝĚ�ŵĞĚŝƵŵ�ĂƐ����
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ǀŝƚƌŽ�ĂŶĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ŝŶĨĞĐƚĞĚ�ŚŽƐƚ͕�ƚŚƵƐ�ǀĂůŝĚĂƚŝŶŐ�DŵƉ>ϯ�ĂƐ�ĂŶ�ĂƚƚƌĂĐƚŝǀĞ�ĚƌƵŐ�ƚĂƌŐĞƚ͘�dŽŐĞƚŚĞƌ͕�ƚŚŝƐ����

ƐƚƵĚǇ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞƐ�ƚŚĞ�ƉŽƚĞŶƚŝĂů�ŽĨ��dĐͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ƚŽ�ŵŽĚƵůĂƚĞ�ƚŚĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�D͘����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŐĞŶĞƐ�ŝŶ�ƚŚĞ�ŝŶĨĞĐƚĞĚ�ŚŽƐƚ͘����
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ŝŶ� ĐǇƐƚŝĐ� ĨŝďƌŽƐŝƐ� ĂŶĚ� ŝƐ� ĞǆƚƌĞŵĞůǇ�ĚŝĨĨŝĐƵůƚ� ƚŽ�ĞƌĂĚŝĐĂƚĞ͘��ƐƐĞŶƚŝĂů� ŐĞŶĞƐ�ĂƌĞ� ƌĞƋƵŝƌĞĚ� ĨŽƌ� ŐƌŽǁƚŚ͕����

ŽĨƚĞŶ� ƉĂƌƚŝĐŝƉĂƚĞ� ŝŶ� ƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐ͕� ĂŶĚ� ĞŶĐŽĚĞ� ǀĂůŝĚ� ĚƌƵŐ� ƚĂƌŐĞƚƐ� ĨŽƌ� ĨƵƌƚŚĞƌ� ĐŚĞŵŽƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ����
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D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĐĂŶ� ĂůƐŽ� ďĞ� ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� ďŝŽŵĂƚĞƌŝĂůͲƌĞůĂƚĞĚ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͕� ǁŚĞƌĞ� ƚŚĞ� ŵĂŝŶ����

ƉĂƚŚŽůŽŐŝĐĂů�ŵĞĐŚĂŶŝƐŵ� ŝŶǀŽůǀĞƐ�ďŝŽĨŝůŵ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ;ϯ͕�ϰͿ͕�Ă� ĨĞĂƚƵƌĞ�ĂůƐŽ� ƌĞƉŽƌƚĞĚ� ŝŶ��&�ƉĂƚŝĞŶƚƐ����

;ϱͿ͘� �ŝŽĨŝůŵ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƐ� ĂůƐŽ� ƚŽ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ƉĞƌƐŝƐƚĞŶĐĞ� ŝŶ� ŚĂƌƐŚ� ĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚƐ� ;ϲͿ͕����

ƌĞŶĚĞƌŝŶŐ�ĞƌĂĚŝĐĂƚŝŽŶ�ĞǆƚƌĞŵĞůǇ�ĐŚĂůůĞŶŐŝŶŐ͘����

D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĐĂŶ�ĞǆŝƐƚ�ĂƐ�ƚǁŽ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�ƉŚĞŶŽƚǇƉĞƐ͕�ĞŝƚŚĞƌ�ĚŝƐƉůĂǇŝŶŐ�Ă�ƐŵŽŽƚŚ�;^Ϳ�Žƌ�Ă�ƌŽƵŐŚ����

;ZͿ� ĐŽůŽŶǇ� ŵŽƌƉŚŽƚǇƉĞ͕� ƚǇƉŝĨŝĞĚ� ďǇ� ƚŚĞ� ƉƌĞƐĞŶĐĞ� Žƌ� ĂďƐĞŶĐĞ� ŽĨ� ĐĞůů� ƐƵƌĨĂĐĞ� ŐůǇĐŽƉĞƉƚŝĚŽůŝƉŝĚƐ����

;'W>Ϳ͕� ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ� ;ϳʹϭϭͿ͘�dŚĞƐĞ�ƚǁŽ�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇ�ĚŝĨĨĞƌ� ŝŶ�ƚŚĞŝƌ�ǀŝƌƵůĞŶĐĞ�ƉŽƚĞŶƚŝĂů�ǁŝƚŚ����

ƚŚĞ�Z�ƐƚƌĂŝŶ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŶŐ�Ă�ŵŽƌĞ�ƉĂƚŚŽŐĞŶŝĐ�ĂŶĚ�ĂŐŐƌĞƐƐŝǀĞ�ďĞŚĂǀŝŽƵƌ�ŝŶ�ŵŝĐĞ�;ϭϮͿ͕�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�;ϳʹ���

ϵͿ�ĂŶĚ��&�ƉĂƚŝĞŶƚƐ�;ϭϯͿ͘�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ƉƵůŵŽŶĂƌǇ�ĚŝƐĞĂƐĞƐ�ĂƌĞ�ǀĞƌǇ�ĚŝĨĨŝĐƵůƚ�ƚŽ�ƚƌĞĂƚ͕�ŽǁŝŶŐ�ƚŽ�ƚŚĞ����

ŝŶƚƌŝŶƐŝĐ�ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ�ŽĨ�ƚŚŝƐ�ƉĂƚŚŽŐĞŶ�ƚŽ�ŵŽƐƚ�ĂŶƚŝŵŝĐƌŽďŝĂůƐ͕�ŝƌƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�ŵŽƌƉŚŽƚǇƉĞ�;ϭ͕�ϭϰͿ͘����

dŚƵƐ͕�ŶĞǁ�ĐŚĞŵŝĐĂů�ĞŶƚŝƚŝĞƐ�ĂƌĞ�ƵƌŐĞŶƚůǇ�ŶĞĞĚĞĚ�ƚŽ�ƉŽƉƵůĂƚĞ�ƚŚĞ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĚƌƵŐ�ƉŝƉĞůŝŶĞ͘�dŚŝƐ����

ŚĂƐ� ƌĞĐĞŶƚůǇ� ƐƚŝŵƵůĂƚĞĚ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĚƌƵŐ� ĚŝƐĐŽǀĞƌǇ� ďǇ� ƉƌŝŽƌŝƚŝǌŝŶŐ� ƐĐƌĞĞŶŝŶŐ� ŽĨ� ĂĚǀĂŶĐĞĚ����

ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐͲĂĐƚŝǀĞ�ĐŽŵƉŽƵŶĚƐ�ĨŽƌ�ĂŶƚŝͲD͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĂĐƚŝǀŝƚǇ�;ϭϱͿ͕�ĂŵŽŶŐ�ǁŚŝĐŚ�ĂŶ�ŝŶŚŝďŝƚŽƌ�ŽĨ�ƚŚĞ����

ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌ�DŵƉ>ϯ�ŚĂƐ�ďĞĞŶ�ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ�;ϭϲͿ͘����

�ƐƐĞŶƚŝĂů�ŐĞŶĞƐ�ĂƌĞ�ĐĞŶƚƌĂů�ƚŽ�ƚŚĞ�ĂĐƚŝǀŝƚǇ�ŽĨ�ŵŽƐƚ�ĂŶƚŝďĂĐƚĞƌŝĂů�ĂŐĞŶƚƐ�ĂŶĚ�ĂƌĞ�ĂŵŽŶŐ�ƚŚĞ�ŵŽƐƚ����

ĂƚƚƌĂĐƚŝǀĞ�ƚĂƌŐĞƚƐ�ĨŽƌ�ŶĞǁ�ƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ�ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚƐ͘��Ǉ�ĚĞĨŝŶŝƚŝŽŶ͕�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ŐĞŶĞƐ�ĂƌĞ�ŬĞǇ�ƉůĂǇĞƌƐ����

ŝŶ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ŐƌŽǁƚŚ� ĂŶĚͬŽƌ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ͘� tŚŝůĞ� ƚŚĞŝƌ� ďŝŽůŽŐŝĐĂů� ĂĐƚŝǀŝƚŝĞƐ� ƌĞŵĂŝŶ� ǀĞƌǇ� ĚŝĨĨŝĐƵůƚ� ƚŽ����

ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞ͕�ƚŚŝƐ�ĐĂŶ�ďĞ�ĂĐŚŝĞǀĞĚ�ƚŚƌŽƵŐŚ�ƚŚĞ�ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ�ŽĨ�ŐĞŶĞƚŝĐ�ƚŽŽůƐ�ƉĞƌŵŝƚƚŝŶŐ�ƚŽ�ƐŝůĞŶĐĞ����

ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĚ�ƚŽ�ŐĞŶĞƌĂƚĞ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚƐ͘�'ĞŶĞ�ŵĂŶŝƉƵůĂƚŝŽŶ�ŚĂƐ�ďĞĞŶ����

ǁŝĚĞůǇ� ĚĞǀĞůŽƉĞĚ� ĚƵƌŝŶŐ� ƚŚĞƐĞ� ůĂƐƚ� ƚǁŽ� ĚĞĐĂĚĞƐ͕�ŵĂŝŶůǇ� ŝŶ�D͘� ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ� ĂŶĚ�D͘� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ͕����



��
�

ƚŚƌŽƵŐŚ� ƚŚĞ� ŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶ� ŽĨ� ŬŶŽĐŬͲŽƵƚ� ŵƵƚĂŶƚƐ� ĂŶĚ� ƚŚĞ� ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ� ŽĨ� ƌĞŐƵůĂƚĞĚ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ����

ƐǇƐƚĞŵƐ͕�ǁŚŝĐŚ�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ� ŝŶƐƚƌƵŵĞŶƚĂů� ƚŽ�ŽƵƌ�ƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐ�ŽĨ�ƉĂƚŚŽŐĞŶŝĐ�ŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ�ĂŶĚ� ƚŽ����

ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞ�ƚŚĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ�ŽĨ�ŐĞŶĞƐ�ĞŶĐŽĚŝŶŐ�ĚƌƵŐ�ƚĂƌŐĞƚƐ͘�,ŽǁĞǀĞƌ͕�ĨƵŶĐƚŝŽŶĂů�ŐĞŶŽŵŝĐƐ�ƚŽŽůƐ����

ĂƌĞ�ůŝŵŝƚĞĚ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͕�ǁŝƚŚ�ŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐ�ƚŽŽůƐ�ĚĞǀĞůŽƉĞĚ�ŝŶ�ŽƚŚĞƌ�ƐƉĞĐŝĞƐ�ŽĨƚĞŶ�ƉƌŽǀŝŶŐ�ƚŽ�ďĞ����

ĐŚĂůůĞŶŐŝŶŐ� ƚŽ� ĂĚŽƉƚ� ŝŶ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ;ϭϳ͕� ϭϴͿ͘� �ĞƐƉŝƚĞ� ƚŚĞƐĞ� ĚŝĨĨŝĐƵůƚŝĞƐ͕� ƌĞĐĞŶƚ� ƐƚƵĚŝĞƐ� ŚĂǀĞ����

ƌĞƉŽƌƚĞĚ� ƚŚĞ� ƐƵĐĐĞƐƐĨƵů� ƵƐĞ� ŽĨ� �Z/^WZͬ�ĂƐͲďĂƐĞĚ� ƐǇƐƚĞŵƐ� ƚŽ� ŝŶĚƵĐŝďůǇ� ƐŝůĞŶĐĞ� ƚŚĞ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ����

ƚĂƌŐĞƚĞĚ� ŐĞŶĞƐ� ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ;ϭϵͿ͘� �� ƉƌĞǀŝŽƵƐ� ƐƚƵĚǇ�ŚĂƐ� ĞǀĂůƵĂƚĞĚ� ƚŚĞ�ƉŽƚĞŶƚŝĂů� ŝŶƚĞƌĞƐƚ� ŽĨ� Ă����

ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů� ŐĞŶĞ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ĂƉƉƌŽĂĐŚ� ƵƐŝŶŐ� ƚŚĞ� dĞƚZͬWŝƉK&&� ƐǇƐƚĞŵ͕� ĂůůŽǁŝŶŐ� ƚŽ� ŐĞŶĞƌĂƚĞ� Ă����

ĨĂĚ�ϯϮ�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚ� ŝŶ�ďŽƚŚ�^�ĂŶĚ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ;ϮϬͿ͘�tŚŝůĞ� ƚŚĞƐĞ� ƐǇƐƚĞŵƐ����

ŚĂǀĞ�ĂůůŽǁĞĚ�ƐƚƵĚǇŝŶŐ�ƚŚĞ�ĞĨĨĞĐƚ�ŽĨ�ŐĞŶĞ�ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ͕�ƚŚĞǇ�ŚĂǀĞ�ŶŽƚ�ďĞĞŶ�ĞǆƉůŽŝƚĞĚ�ƚŽ����

ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞ�ƚŚĞ�ĞĨĨĞĐƚ�ŽĨ�ŐĞŶĞ�ƐŝůĞŶĐŝŶŐ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĚƵƌŝŶŐ�ƚŚĞ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ƉƌŽĐĞƐƐ͘����

dĞƚZͲďĂƐĞĚ�ƐǇƐƚĞŵƐ�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ�ǁŝĚĞůǇ�ƵƐĞĚ�ŝŶ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ�ƚŽ�ŵŽĚƵůĂƚĞ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĚ����

ĚĞƐŝŐŶĞĚ� ĞŝƚŚĞƌ� ƚŽ� ŝŶĚƵĐĞ� ;dĞƚͲKEͿ� Žƌ� ƌĞƉƌĞƐƐ� ;dĞƚͲK&&Ϳ� ŐĞŶĞ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŝŶ� ƚŚĞ� ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ����

ĂŶŚǇĚƌŽƚĞƚƌĂĐǇĐůŝŶĞ�;�dĐͿ�;ϮϭʹϮϯͿ͘�dŚĂƚ��dĐ�ĐƌŽƐƐĞƐ�ďŝŽůŽŐŝĐĂů�ŵĞŵďƌĂŶĞƐ�ĂůůŽǁƐ�ƌĞŐƵůĂƚŝŶŐ�ŐĞŶĞ����

ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŝŶ� D͘� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐͲŝŶĨĞĐƚĞĚ� ĐĞůůƐ� ;ϮϭͿ� ĂŶĚ� ŝŶ� ŝŶĨĞĐƚĞĚ� ŵŝĐĞ� ;ϮϰͿ͘� tŚĞƌĞĂƐ� ƐŝŵŝůĂƌ����

ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ�ƐǇƐƚĞŵƐ�ĂƌĞ�ĂƉƉůŝĐĂďůĞ�ƚŽ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŐƌŽǁŝŶŐ�ĞŝƚŚĞƌ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ�Žƌ�ŝŶ�ƚŚĞ�ŚŽƐƚ�ƌĞŵĂŝŶƐ�ƚŽ����

ďĞ�ĂĚĚƌĞƐƐĞĚ͘�,ĞƌĞŝŶ͕�Ă�dĞƚͲK&&�ƐǁŝƚĐŚ�ŝŶ�ǁŚŝĐŚ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ�ŽĨ�ƚŚĞ�ƚĂƌŐĞƚ�ŐĞŶĞ�ŝƐ�ƚƵƌŶĞĚ�ŽĨĨ�ďǇ�����

ƚŚĞ� ĂĚĚŝƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ͕� ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ� ŽƉƚŝŵŝǌĞĚ� ĨŽƌ� D͘� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ� ĂŶĚ� D͘� ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ� ;ϮϮͿ͕� ǁĂƐ�����

ŝŵƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ĨŽƌ�ƵƐĞ� ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�^�ĂŶĚ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ͘�dŚĞ�ĚĞƐŝŐŶ�ŽĨ� ƌĞƉŽƌƚĞƌ�ƐƚƌĂŝŶƐ� ŝŶ�ǁŚŝĐŚ�Ă�����

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŵĂƌŬĞƌ� ǁĂƐ� ƉůĂĐĞĚ� ƵŶĚĞƌ� ƚŚĞ� ĐŽŶƚƌŽů� ŽĨ� ƚŚĞ� dĞƚͲK&&� ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ� ƐǇƐƚĞŵ� ǁĂƐ�����

ƐƵĐĐĞƐƐĨƵůůǇ�ƵƐĞĚ�ƚŽ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞ�ĂŶ��dĐͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ͕�ŽŶ�ĂŐĂƌ�����

ƉůĂƚĞƐ͕� ŝŶ� ƉůĂŶŬƚŽŶŝĐ� ĐƵůƚƵƌĞƐ� ĂŶĚ� ŝŶ� ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ͘� ^ƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕�ŵŵƉ>ϯ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŵƵƚĂŶƚƐ�����

ǁĞƌĞ�ĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚ�ƚŽ�ĂƐƐĞƐƐ�ƚŚĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ͕�ŝŶ�ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ�ĂƐ�����

ǁĞůů�ĂƐ�ŝŶ�ŝŶĨĞĐƚĞĚ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ĞŵďƌǇŽƐ͘�����

�����

Z�^h>d^�����

dĞƚͲK&&�ƐǇƐƚĞŵͲŵĞĚŝĂƚĞĚ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝƐ�ĞĨĨĞĐƚŝǀĞ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�����

dĞƚ�ƐǇƐƚĞŵƐ�ŚĂǀĞ�ŽƌŝŐŝŶĂůůǇ�ďĞĞŶ�ĚĞǀĞůŽƉĞĚ�ĨŽƌ�ŵŽĚƵůĂƚŝŶŐ��ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ�;ϮϯͿ͘�����

dŽ� ĂĚĚƌĞƐƐ� ǁŚĞƚŚĞƌ� ƚŚŝƐ� ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ� ƐǇƐƚĞŵ� ŝƐ� ĂŵĞŶĂďůĞ� ĨŽƌ� ƵƐĞ� ŝŶ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͕� ǁĞ� ĨŝƌƐƚ�����



��
�

ĐŽŶƐƚƌƵĐƚĞĚ�Ă�ǀĞĐƚŽƌ�ĚĞƌŝǀĞĚ� ĨƌŽŵ�ƚŚĞ� ŝŶƚĞŐƌĂƚŝǀĞ�ƉDsϯϬϲ�ǁŚĞƌĞ�ƚŚĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ŐĞŶĞ�ǁĂƐ�ĐůŽŶĞĚ�����

ĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵ� ŽĨ� ƚŚĞ� ƚĞƚKͲϰ�ϱ'� ŽƉĞƌĂƚŽƌ� ƌĞŐŝŽŶ͕� ǁŚŝĐŚ� ŝƐ� ŝƚƐĞůĨ� ƵŶĚĞƌ� ƚŚĞ� ĐŽŶƚƌŽů� ŽĨ� ƚŚĞ� dϯϴ�����

ƌĞƉƌĞƐƐŽƌ�;ϮϱͿ͕�ǇŝĞůĚŝŶŐ�ƚŚĞ�ƉDsϯϬϲͲdĞƚK&&Ͳŵ�ŚĞƌƌǇ͘�ZĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ� ŝƐ�ŵĞĚŝĂƚĞĚ�ďǇ�����

ƚŚĞ�ĂĚĚŝƚŝŽŶ�ŽĨ��dĐ͕�ǁŚŝĐŚ�ďŝŶĚƐ�ƚŽ�dϯϴ͕�ĂůůŽǁŝŶŐ�ƚŚĞ�dϯϴͲ�dĐ�ĐŽŵƉůĞǆ�ƚŽ�ƌĞĐŽŐŶŝǌĞ�ƚŚĞ�ŽƉĞƌĂƚŽƌ�����

ƌĞŐŝŽŶ͕� ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ� ďůŽĐŬŝŶŐ� ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ� ŽĨ� ƚŚĞ� ŵ�ŚĞƌƌǇ� ŐĞŶĞ� ;&ŝŐ͘� ϭ�Ϳ͘� dŚŝƐ� ŵ�ŚĞƌƌǇ�����

ƌĞƉƌĞƐƐŝďůĞ�ƉůĂƐŵŝĚ�ǁĂƐ�ĨŝƌƐƚ� ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�ƐŵŽŽƚŚ�;^Ϳ�ǀĂƌŝĂŶƚ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ��/WϭϬϰϱϯϲd͘�����

'ƌŽǁƚŚ�ŽĨ�ƚŚĞ�ƉĂƌĞŶƚĂů�;ĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚ��/W�^Ϳ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ƚƌĂŶƐĨŽƌŵĞĚ�;ĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚ��/W�^͗͗ƚĞƚK&&Ͳŵ�ŚĞƌƌǇͿ�����

ƐƚƌĂŝŶƐ�ǁĂƐ�ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�Ă�ǁŝĚĞ�ƌĂŶŐĞ�ŽĨ��dĐ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�;ϱϬ�ƚŽ�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ͘�����

&ŝŐ͘� ϭ�� ƐŚŽǁƐ� ƚŚĂƚ� ƚŚĞ� ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ� �dĐ� ĚŝĚ� ŶŽƚ� ĂůƚĞƌ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ŐƌŽǁƚŚ͕� ĞǀĞŶ� Ăƚ� ƚŚĞ� ŚŝŐŚĞƐƚ�����

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ƚĞƐƚĞĚ�;ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ͘��ŽŶƐĞĐƵƚŝǀĞůǇ͕�ƚŚĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ůĞǀĞů�ǁĂƐ�ĂƐƐĞƐƐĞĚ�ďǇ�����

ŵĞĂƐƵƌŝŶŐ�ƚŚĞ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ŽĨ�ƚŚĞ�ĐƵůƚƵƌĞƐ�ĞǆƉŽƐĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�ǀĂƌŝŽƵƐ��dĐ�ĚŽƐĞƐ�ĨŽƌ�ϲ͕�Ϯϰ͕�ϰϴ�����

ĂŶĚ�ϳϮ�ŚƌƐ�;&ŝŐ͘�ϭ�Ϳ͘���ĚŽƐĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ�ŝŶ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ǁĂƐ�ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌůǇ�ĞǀŝĚĞŶƚ�����

ĨƌŽŵ�Ϯϰ�ŚƌƐ�ŽĨ�ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ�ǁŝƚŚ��dĐ͘�dŚĞ�ŵĞĚŝĂŶ�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ƌĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ�ϴϳ͕�ϴϯ͕�ϴϴ͕�ϴϰ͕�ĂŶĚ�ϴϴй�Ăƚ�ϲ�����

ŚƌƐ�ĂŶĚ�ϯϴ͕�ϱϱ͕�ϲϯ͕�ϲϵ͕�ĂŶĚ�ϳϳй�Ăƚ�Ϯϰ�ŚƌƐ�ĨŽƌ�ϱϬ͕�ϭϬϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ�ĂŶĚ�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>��dĐ͕�ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͘�����

,ŽǁĞǀĞƌ͕�ůŽŶŐĞƌ�ĞǆƉŽƐƵƌĞ�ƚŝŵĞƐ�ƚŽ��dĐ�ĚŝĚ�ŶŽƚ�ĨƵƌƚŚĞƌ�ƌĞĚƵĐĞ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ͕�ƉƌĞƐƵŵĂďůǇ�����

ďĞĐĂƵƐĞ�ƚŚĞ�ŚĂůĨͲůŝĨĞ�ŽĨ��dĐ�ŝƐ�ĂƌŽƵŶĚ�ϮϬ�ŚƌƐ�;ϮϲͿ͘������

�ŽŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�Ă�ĚƵĂů�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�dĞƚͲK&&�ƌĞƉŽƌƚĞƌ�ƐƚƌĂŝŶ͘�����

dŽ� ƐŝŵƵůƚĂŶĞŽƵƐůǇ� ĨŽůůŽǁ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů� ŐƌŽǁƚŚ� ĂŶĚ�ŵŽŶŝƚŽƌ� ŐĞŶĞ� ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŝŶ� ŵŽƌĞ� ĐŽŵƉůĞǆ�����

ƐŝƚƵĂƚŝŽŶƐ͕� ƚŚĞ�ŵtĂƐĂďŝ� ĐŽĚŝŶŐ�ƐĞƋƵĞŶĐĞ�ƉůĂĐĞĚ�ƵŶĚĞƌ� ƚŚĞ�ĐŽŶƚƌŽů�ŽĨ� ƚŚĞ�ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ�ƉƌŽŵŽƚĞƌ�����

WůĞĨƚΎ�;ϮϳͿ�ǁĂƐ�ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƉDsϯϬϲͲdĞƚK&&Ͳŵ�ŚĞƌƌǇ�;&ŝŐ͘�Ϯ�Ϳ͘�&ŽůůŽǁŝŶŐ�ƚƌĂŶƐĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ŝŶƚŽ�����

ƚŚĞ�^�ĂŶĚ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͕�ƚŚĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ŵtĂƐĂďŝ�ĂŶĚ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ǁĂƐ�ĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ�ďǇ�����

ƐƉŽƚƚŝŶŐ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ĐƵůƚƵƌĞƐ�ŽŶ�>��ĂŐĂƌ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ��dĐ�;ϱϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ͕�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ͘�tŚŝůĞ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�����

ƐƉŽƚƐ� ĞǆŚŝďŝƚĞĚ� ďŽƚŚ� ƌĞĚ� ĂŶĚ� ŐƌĞĞŶ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶ� ƚŚĞ� ĂďƐĞŶĐĞ� ŽĨ� �dĐ� ;&ŝŐ͘� Ϯ�� ĂŶĚ�����

^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� ϭ�Ϳ͕� ƚŚĞ� ĂĚĚŝƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ� ŝŶƚŽ� ƚŚĞ� ŵĞĚŝƵŵ� ǁĂƐ� ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� Ă� ƐƚƌŽŶŐ�����

ĚĞĐƌĞĂƐĞ� ŽĨ� ƌĞĚ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ͕� ǁŝƚŚŽƵƚ� ŝŶƚĞƌĨĞƌŝŶŐ� ǁŝƚŚ� ŐƌĞĞŶ� ƐŝŐŶĂů͘� dŚŝƐ� ĐŽŶĨŝƌŵƐ� ƚŚĞ� �dĐͲ����

ĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�ŵtĂƐĂďŝ�ŝŶ�ďŽƚŚ�����

^�ĂŶĚ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ŽŶ�ƐƚĂŶĚĂƌĚ�ĂŐĂƌ�ƉůĂƚĞƐ͘�����

tŚŝůĞ� ŽŶůǇ� ƚŚĞ� Z� ǀĂƌŝĂŶƚ� ŚĂƐ� Ă� ŚŝŐŚ� ƉƌŽƉĞŶƐŝƚǇ� ƚŽ� ĂŐŐƌĞŐĂƚĞ� ŝŶ� ǀŝƚƌŽ� ĂŶĚ� ĨŽƌŵƐ� ƐĞƌƉĞŶƚŝŶĞ�����

ĐŽƌĚƐ� ;ϳ͕� ϭϭͿ͕� ďŽƚŚ� ^� ĂŶĚ� Z� ǀĂƌŝĂŶƚƐ� ĐĂŶ� ƉƌŽĚƵĐĞ� ďŝŽĨŝůŵƐ� ƵŶĚĞƌ� ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌ� ŐƌŽǁƚŚ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͘�����
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�ŝŽĨŝůŵƐ� ĂƌĞ� ŬŶŽǁŶ� ƚŽ� ĐŽŶƚƌŝďƵƚĞ� ƚŽ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ƉĞƌƐŝƐƚĞŶĐĞ� ĂŶĚ� ĂƌĞ� ŵŽƌĞ� ƚŽůĞƌĂŶƚ� ĂŶƚŝďĂĐƚĞƌŝĂů�����

ĂŐĞŶƚƐ� ;ϮϴͿ͘� tĞ� ƚŚƵƐ� ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ� ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ;ϮϵͿ� ƵƐŝŶŐ� ĂŶ� ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů� ƉƌŽƚŽĐŽů�����

ŝůůƵƐƚƌĂƚĞĚ�ŝŶ�&ŝŐ͘�Ϯ�͕�ďĂƐĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞ�ƌĂƉŝĚ�ƋƵĂŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ďŽƚŚ�ŐƌĞĞŶ�ĂŶĚ�ƌĞĚ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ůĞǀĞůƐ͘�����

dŚŝƐ� ĂƉƉƌŽĂĐŚ� ĂůůŽǁĞĚ� ƚŽ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ� ƚŚĞ� ůĞǀĞů� ŽĨ� �dĐ� ƉĞŶĞƚƌĂƚŝŽŶ� ;ƌĞĨůĞĐƚĞĚ� ďǇ� ƚŚĞ� ĚĞĐůŝŶĞ� ŝŶ�����

ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶͿ� ŝŶ� ƚŚĞƐĞ�ďŝŽĨŝůŵ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�ŽǀĞƌ� ƚŝŵĞ͕�ǁŚŝůĞ�ŵtĂƐĂďŝ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ƌĞŵĂŝŶĞĚ�����

ƵŶĂĨĨĞĐƚĞĚ�ďǇ��dĐ�;&ŝŐ͘�Ϯ�Ϳ͘�DŽŶŝƚŽƌŝŶŐ�ŵtĂƐĂďŝ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�^�ǀĂƌŝĂŶƚ�ŐƌĞǁ�����

ŚŽƌŝǌŽŶƚĂůůǇ� ĂŶĚ� ǀĞƌƚŝĐĂůůǇ� ;&ŝŐ͘� Ϯ�Ϳ͕�ǁŚŝĐŚ� ŝƐ�ŵŝƌƌŽƌĞĚ�ďǇ� ƚŚĞ�ĞƐƚŝŵĂƚĞĚ� ĐŽůŽŶǇ� ǀŽůƵŵĞ� ĨŽƌ� ĞĂĐŚ�����

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ��dĐ�ƚĞƐƚĞĚ�;&ŝŐ͘�Ϯ&Ϳ͘�/Ŷ�ĐŽŶƚƌĂƐƚ͕�ĚƌŽƉ�ŝŶ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ǁĂƐ��dĐͲ�ĂŶĚ�ƚŝŵĞͲ����

ĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�;&ŝŐ͘�Ϯ'Ϳ�ǁŝƚŚ�ĂŶ�ŽƉƚŝŵĂů�ĚĞĐƌĞĂƐĞ�ŝŶ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�ŽŶ�ĚĂǇ�ϳ�;&ŝŐ͘�Ϯ,Ϳ͘�����

ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�^�ďŝŽĨŝůŵƐ�ǁĂƐ�ŶĞŐĂƚŝǀĞůǇ�ĐŽƌƌĞůĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ��dĐ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ĨƌŽŵ�ĚĂǇ�ϯ�����

ƚŽ�ĚĂǇ�ϳ�;&ŝŐ͘�Ϯ/Ϳ� ;ʌсͲϬ͘ϱϰϴϲ͕�ƉͲǀĂůƵĞсϬ͘Ϭϭϴϰ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϯ͖�ʌсͲϬ͘ϳϳϰϰ͕�ƉͲǀĂůƵĞсϬ͘ϬϬϬϮ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϱ͖�ĂŶĚ�����

ʌсͲϬ͘ϵϭϰϮ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ� ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϳͿ͘� /Ŷ�ĂĚĚŝƚŝŽŶ͕�ŵ�ŚĞƌƌǇ� ůĞǀĞůƐ�ǁĞƌĞ�ĂůƐŽ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�ŽŶ�ĐƌŽƐƐͲ����

ƐĞĐƚŝŽŶƐ�ŽĨ� ƚŚĞ�ŚĞŝŐŚƚ�ŽĨ� ^� ďŝŽĨŝůŵƐ� ;&ŝŐ͘� Ϯ:Ϳ͘�YƵĂŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ� ŝŶĚŝĐĂƚĞƐ� ƚŚĂƚ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�����

ƵŶŝƚƐ�;&/hͿ�ĚĞĐƌĞĂƐĞĚ�ĂůŽŶŐ�ƚŚĞ�ǁŚŽůĞ�ŚĞŝŐŚƚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ��dĐ�ĚŽƐĞƐ�;&ŝŐ͘�Ϯ<�ĂŶĚ�����

Ϯ>Ϳ͘�����

�ƐƐĞƐƐŝŶŐ�ƚŚĞ�ĞǀŽůƵƚŝŽŶ�ŽĨ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ŝŶ�ƚŚĞ�Z�ƐƚƌĂŝŶ�ĐĂƌƌǇŝŶŐ�ƚŚĞ�ĚƵĂů�ƌĞƉŽƌƚĞƌ�dĞƚͲ����

K&&� ĐŽŶƐƚƌƵĐƚ͕� ƐŚŽǁĞĚ� ƚŚĂƚ� ƚŚŝƐ� ƐƚƌĂŝŶ� ŐƌĞǁ� ŵĂŝŶůǇ� ŚŽƌŝǌŽŶƚĂůůǇ͕� ĂƐ� ĐŽŵƉĂƌĞĚ� ƚŽ� ƚŚĞ� ^� ƐƚƌĂŝŶ�����

;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�ϭ�͕�ϭ��ĂŶĚ�&ŝŐ͘�Ϯ�Ϳ͘�'ƌŽǁƚŚ�ǁĂƐ�ĂůƐŽ�ĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ�ďǇ�ĞƐƚŝŵĂƚŝŶŐ�ƚŚĞ�ĐŽůŽŶǇͲ����

ďŝŽĨŝůŵ�ǀŽůƵŵĞ�ĨŽƌ�ĞĂĐŚ�ƚĞƐƚĞĚ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ��dĐ�ŽǀĞƌ�ƚŝŵĞ�;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�ϭ�Ϳ͘�dŚĞ�ƌĞĚ�����

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ĚŝĚ�ƐŚŽǁ�ĂŶ��dĐͲ�ĂŶĚ�ƚŝŵĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶĐĞ� ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�ϭ�Ϳ͘�KƉƚŝŵĂů�ŵ�ŚĞƌƌǇ�����

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ĚĞĐƌĞĂƐĞ�ǁĂƐ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�Ăƚ�ĚĂǇ�ϳ� ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� ϭ&Ϳ͘� dŚĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�����

ƐŚŽǁĞĚ�Ă�ŶĞŐĂƚŝǀĞ�ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ��dĐ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�Ăƚ�ĚĂǇƐ�ϯ͕�ϱ�ĂŶĚ�ϳ�;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�����

ϭ'Ϳ�;ʌсͲϬ͘ϲϭϭϯ͕�ƉͲǀĂůƵĞсϬ͘ϬϬϳϬ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϱ͖�ĂŶĚ�ʌсͲϬ͘ϳϯϮ͕�ƉͲǀĂůƵĞсϬ͘ϬϬϬϱ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϳͿ͘�����

�����

'ĞŶĞƌĂƚŝŽŶ�ĂŶĚ�ĨƵŶĐƚŝŽŶĂů�ǀĂůŝĚĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ĂŶ�ŵŵƉ>ϯ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚ͘�����

DŵƉ>ϯ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŵƵƚĂŶƚƐ�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ�dĞƚ�ƐǇƐƚĞŵ�ǁĞƌĞ�ƐƵĐĐĞƐƐĨƵůůǇ�ƵƐĞĚ�ƚŽ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞ�ŵŵƉ>ϯ�����

ŐĞŶĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ�ŝŶ�D͘�ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�;ȴZǀϬϮϬϲĐͲŵŵƉ>ϯDƚď�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ�dĞƚͲK&&�ƐǇƐƚĞŵͿ�;ϯϬͿ�ĂƐ�ǁĞůů�ĂƐ�����

ŝŶ� D͘�ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ� ;ȴD^D�'ϬϮϱϬͲŵŵƉ>ϯDƐŵ� ƵƐŝŶŐ� dĞƚͲKE� ƐǇƐƚĞŵͿ� ;ϯϭͿ͕� ŝŵƉůǇŝŶŐ� ƚŚĂƚ� DŵƉ>ϯ�����

ƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐ�ĂŶ�ĂƚƚƌĂĐƚŝǀĞ�ƉŚĂƌŵĂĐŽůŽŐŝĐĂů� ƚĂƌŐĞƚ� ŝŶ� ƚŚĞƐĞ� ƐƉĞĐŝĞƐ͘� ^ƵďƐĞƋƵĞŶƚ�ǁŽƌŬ� ĨƌŽŵ�ǀĂƌŝŽƵƐ�����



��
�

ŐƌŽƵƉƐ�ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ�Ă�ǁŝĚĞ�ƉĂŶĞů�ŽĨ�ĐŚĞŵŝĐĂů�ĞŶƚŝƚŝĞƐ�ŝŶŚŝďŝƚŝŶŐ�DŵƉ>ϯ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�;ϭϲ͕�ϯϮʹϯϲͿ͕�����

ĂůƚŚŽƵŐŚ� ƚŚĞ� ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ� ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ� ŝŶ�D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ƌĞŵĂŝŶƐ� ƚŽ� ďĞ� ĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚ͘� dŽ� ĚŽ� ƐŽ͕� ƚŚĞ�����

ŵ�ŚĞƌƌǇ� ĐŽĚŝŶŐ� ƐĞƋƵĞŶĐĞ� ǁĂƐ� ƌĞƉůĂĐĞĚ� ďǇ� Ă� ,�ͲƚĂŐŐĞĚ�ŵŵƉ>ϯ� ǀĞƌƐŝŽŶ� ŝŶƚŽ� ƚŚĞ� ĚƵĂů� ƌĞƉŽƌƚĞƌ�����

ƉůĂƐŵŝĚ͕�ŐĞŶĞƌĂƚŝŶŐ�ƚŚĞ�ƉDsϯϬϲͲdĞƚK&&ͲŵŵƉ>ϯͲ,��;&ŝŐ͘�ϯ�Ϳ�ĂŶĚ�ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ǁŝůĚͲƚǇƉĞ�D͘�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�^�ƐƚƌĂŝŶ͘�dŚŝƐ�ŵĞƌŽĚŝƉůŽŝĚ�ƐƚƌĂŝŶ�ǁĂƐ�ƚŚĞŶ�ƵƐĞĚ�ƚŽ�ĚĞůĞƚĞ�ƚŚĞ�ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ�ŵŵƉ>ϯ�ŐĞŶĞ�����

;&ŝŐ͘�ϯ�Ϳ͕�ƌĞƐƵůƚŝŶŐ�ŝŶ�Ă�ŵƵƚĂŶƚ�ǁŚĞƌĞďǇ�ƚŚĞ�ƵŶŝƋƵĞ�ĐŽƉǇ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ�ǁĂƐ�ƵŶĚĞƌ�ƚŚĞ�ĐŽŶƚƌŽů�ŽĨ�ƚŚĞ�����

dĞƚͲK&&� ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ� ƐǇƐƚĞŵ͘� dŚŝƐ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů� ŵƵƚĂŶƚ� ǁĂƐ� ĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚ� ^�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ� ǁŚŝůĞ� ƚŚĞ�����

ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ�ŵƵƚĂŶƚ� ŝŶ� ƚŚĞ�Z�ďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ�ǁĂƐ�ĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚ�Z�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ͘��ƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ�����

ǁĂƐ�ŶĞǆƚ� ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞĚ�ďǇ� ƐƉŽƚƚŝŶŐ� ĐƵůƚƵƌĞ�ĚƌŽƉůĞƚƐ�ŽĨ� ƚŚĞ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů� ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚƐ�ŽŶƚŽ�����

ĂŐĂƌ�ƉůĂƚĞƐ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�ƌĂŶŐĞ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�ŽĨ��dĐ͘�/Ŷ�ĂďƐĞŶĐĞ�ŽĨ��dĐ͕�ƚŚĞ�ŐƌŽǁƚŚ�ŽĨ�^�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�����

ĂŶĚ� Z� ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ� ƐƚƌĂŝŶƐ� ǁĞƌĞ� ƐŝŵŝůĂƌ� ƚŽ� ƚŚĞŝƌ� ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ� ƉĂƌĞŶƚĂů� ƐƚƌĂŝŶƐ� ;&ŝŐ͘� ϯ�� ĂŶĚ�����

^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� Ϯ�� ĂŶĚ� Ϯ�Ϳ͘� WƌŽŶŽƵŶĐĞĚ� ŐƌŽǁƚŚ� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ǁĂƐ� ŽďƐĞƌǀĞĚ� ŝŶ� ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ� ϱϬ�����

ŶŐͬŵ>��dĐ͕�ĂƐ�ĞǀŝĚĞŶĐĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ůĂĐŬ�ŽĨ�ĐŽůŽŶŝĞƐ�Ăƚ�ƚŚĞ�ϭϬͲϮ�ĂŶĚ�ϭϬͲϯ�ĚŝůƵƚŝŽŶƐ͘��ƚ�ϮϬϬ�ŶŐͬŵ>��dĐ�����

;ĂŶĚ�ŚŝŐŚĞƌ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐͿ͕� ŶŽ� ĐŽůŽŶŝĞƐ� ŐƌĞǁ�Ăƚ� ƚŚĞ�ϭϬͲϭ�ĚŝůƵƚŝŽŶ�ĂŶĚ�ŽŶůǇ� ƌĞƐŝĚƵĂů� ŐƌŽǁƚŚ�ǁĂƐ�����

ŽďƐĞƌǀĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƵŶĚŝůƵƚĞĚ�ƐƉŽƚƐ͘�dŚŝƐ�ŝŶĚŝĐĂƚĞƐ�ƚŚĂƚ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŝƐ�ƵŶĂďůĞ�ƚŽ�ŐƌŽǁ�ƵƉŽŶ�ŵŵƉ>ϯ�����

ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĂŶĚ�ƐƵŐŐĞƐƚƐ�ƚŚĂƚ�ŵŵƉ>ϯ� ŝƐ�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ĨŽƌ� ŝŶ�ǀŝƚƌŽ�ŐƌŽǁƚŚ͘�dŚĞƐĞ�ƌĞƐƵůƚƐ�����

ǁĞƌĞ� ĂůƐŽ� ĐŽŶĨŝƌŵĞĚ� ŝŶ� ƉůĂŶŬƚŽŶŝĐ� ĐƵůƚƵƌĞƐ� ĨŽƌ� ďŽƚŚ� ^� ĂŶĚ� Z� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů� ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ� ŵƵƚĂŶƚƐ�����

ĞǆƉŽƐĞĚ� ĨŽƌ� ϲ� ĚĂǇƐ� ƚŽ� ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ� �dĐ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ� ;&ŝŐ͘� ϯ�� ĂŶĚ� ^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� Ϯ�Ϳ͘� dŚĞ�����

ƉůĂŶŬƚŽŶŝĐ� ŐƌŽǁƚŚ� ƐŚŽǁĞĚ� Ă� ŶĞŐĂƚŝǀĞ� ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ� ĨƌŽŵ� ĚĂǇ� Ϯ�����

ŽŶǁĂƌĚƐ� ĨŽƌ� ƚŚĞ�^� ǀĂƌŝĂŶƚ� ;ʌсെϬ͘ϱϳϲ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ� ĨŽƌ�ĚĂǇ�Ϯ͖�ʌсെϬ͘ϲϯϭ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ� ĨŽƌ�����

ĚĂǇ�ϯ͖�ʌ�сെϬ͘ϳϰϯ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϰ͖�ʌ�сെϬ͘ϴϭϵ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϱ͖�ĂŶĚ�ʌсെϬ͘ϴϮϰ͕�����

ƉͲǀĂůƵĞ�൏Ϭ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϲͿ͘�^ŝŵŝůĂƌ�ƌĞƐƵůƚƐ�ǁĞƌĞ�ĂůƐŽ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚ�;ʌсെϬ͘ϲϯϳ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�����

фϬ͘ϬϬϬϭ�Žƌ�ĚĂǇ�Ϯ͖�ʌсെϬ͘ϴϱϬ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϯ͖�ʌ�сെϬ͘ϳϳϴ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϰ͖�ʌ�����

сെϬ͘ϱϳϵ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�фϬ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϱ͖�ĂŶĚ�ʌсെϬ͘ϯϮϭ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�൏Ϭ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϲͿ͘������

������dƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů� ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ�ŵŵƉ>ϯͲ,�� ďǇ� �dĐ� ǁĂƐ� ŶĞǆƚ� ĂƐƐĞƐƐĞĚ� Ăƚ� ƚŚĞ� ƉƌŽƚĞŝŶ� ůĞǀĞů� ďǇ�����

tĞƐƚĞƌŶ� ďůŽƚƚŝŶŐ� ƵƐŝŶŐ� ĂŶƚŝͲ,�� ĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ͘� DŵƉ>ϯͲ,�� ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ� ĚĞĐůŝŶĞĚ� ŝŶ� ĂŶ� �dĐ�����

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ŵĂŶŶĞƌ� ;ʌсെϭ͕� ƉͲǀĂůƵĞсϬ͘ϬϬϮϴͿ͘� /Ŷ� ƚŚĞ� ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ� ϭϬϬϬ� ŶŐͬŵ>� �dĐ͕�����

DŵƉ>ϯͲ,�� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ǁĂƐ� ĂůŵŽƐƚ� ĐŽŵƉůĞƚĞůǇ� ĂďŽůŝƐŚĞĚ͕� ǁŚŝůĞ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ� ƚŚĞ� ĂŶƚŝŐĞŶ� ϴϱ�����

;�ŐϴϱͿ� ƌĞŵĂŝŶƐ� ƐƚĂďůĞ� ;&ŝŐ͘� ϯ�Ϳ͘� �ĞĐĂƵƐĞ͕� DŵƉ>ϯ� ƚƌĂŶƐƉŽƌƚƐ� ƚƌĞŚĂůŽƐĞ� ŵŽŶŽŵǇĐŽůĂƚĞ� ;dDDͿ�����
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�

ĂĐƌŽƐƐ�ƚŚĞ�ŝŶŶĞƌ�ŵĞŵďƌĂŶĞ͕�ǁŚĞƌĞ�ŝƚ�ŝƐ�ƵƐĞĚ�ĂƐ�Ă�ƐƵďƐƚƌĂƚĞ�ďǇ�ƚŚĞ��Őϴϱ�ĐŽŵƉůĞǆ�ƚŽ�ĐŽŶǀĞƌƚ�dDD�����

ŝŶƚŽ�ƚƌĞŚĂůŽƐĞ�ĚŝŵǇĐŽůĂƚĞ�;d�DͿ�ĂŶĚ�ƚŽ�ĞƐƚĞƌŝĨǇ�ĂƌĂďŝŶŽŐĂůĂĐƚĂŶ�;ϯϭ͕�ϯϳͿ͕�ǁĞ�ŶĞǆƚ�ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞĚ�ƚŚĞ�����

ĞĨĨĞĐƚ�ŽĨ��dĐͲŵĞĚŝĂƚĞĚ�ůŽƐƐ�ŽĨ�DŵƉ>ϯ�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ŽŶ�ƚŚĞ�ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ�ƚŚĞ�ĐĞůů�ǁĂůů�ůŝƉŝĚƐ͘�ϭϰ�ͲĂĐĞƚĂƚĞ�����

ůĂďĞůůĞĚ� ĐƵůƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ� ƚƌĞĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ��dĐ� ĂŶĚ�ĂƉŽůĂƌ� ůŝƉŝĚƐ�ǁĞƌĞ� ĞǆƚƌĂĐƚĞĚ� ĂŶĚ� ƐĞƉĂƌĂƚĞĚ�ďǇ� ƚŚŝŶ�����

ůĂǇĞƌ�ĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ͘�&ŝŐ͘�ϯ&� ;ůĞĨƚ�ƉĂŶĞůͿ� ƐŚŽǁƐ�Ă�ĚŽƐĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ŽĨ�d�D�ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕�����

ǁŚŝĐŚ�ǁĂƐ�ŶĞĂƌůǇ�ĂďŽůŝƐŚĞĚ� ŝŶ� ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>��dĐ� ŝŶ�^�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ǁŚŝůĞ� ƌĞŵĂŝŶŝŶŐ�����

ƵŶĂůƚĞƌĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƉĂƌĞŶƚĂů�^�ƉƌŽŐĞŶŝƚŽƌ͘�dŚĞ�ĞĨĨĞĐƚ�ŽĨ�d�D�ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ�ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ŝŶ�ƚŚĞ��dĐͲŵĞĚŝĂƚĞĚ�����

ŵŵƉ>ϯ�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚ�ǁĂƐ�ĐŽŵƉĂƌĂďůĞ�ƚŽ�ĐŚĞŵŝĐĂů� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ŽĨ�DŵƉ>ϯ�ŝŶ�ƚŚĞ�ǁŝůĚͲƚǇƉĞ�^�����

ƐƚƌĂŝŶ�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ� ŝŶĚŽůĞͲϮͲĐĂƌďŽǆĂŵŝĚĞ�ĐŽŵƉŽƵŶĚ�ϭϮ� ;�ƉĚϭϮͿ͕�Ă�ŬŶŽǁŶ�DŵƉ>ϯ� ŝŶŚŝďŝƚŽƌ� ;ϯϮͿ͘��Ɛ�����

ĞǆƉĞĐƚĞĚ͕� ĞǆƉŽƐƵƌĞ� ƚŽ��dĐ�ŽĨ� ƚŚĞ�ŵŵƉ>ϯ� ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚ͕� ďƵƚ�ŶŽƚ�ŽĨ� ƚŚĞ�ƉĂƌĞŶƚĂů� ^� ƐƚƌĂŝŶ͕�����

ƌĞƐƵůƚĞĚ�ŝŶ�ƌĞĚƵĐĞĚ�ŵǇĐŽůǇůĂƚĞĚͲĂƌĂďŝŶŽŐĂůĂĐƚĂŶ�ůĞǀĞůƐ͕�ƐŝŵŝůĂƌůǇ�ƚŽ�ƚŚĞ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ǁŝƚŚ�ĐŽŵƉŽƵŶĚ�����

ϭϮ� ;&ŝŐ͘� ϯ&͕� ƌŝŐŚƚ� ƉĂŶĞůͿ͘�YƵĂŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ� ŽĨ� ƚŚĞ��dĐͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ� ĚĞĐƌĞĂƐĞ� ŝŶ� d�D�ĂŶĚ��'ͲďŽƵŶĚ�����

ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ůĞǀĞůƐ�ŝŶ�^�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ĂƌĞ�ƐŚŽǁŶ�ŝŶ�&ŝŐ͘�ϯ'͘�����

�����

�ĨĨĞĐƚ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŝŶ�ƌŽƵŐŚ�ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ͘�����

Z� ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ�ŽĨ� ƚŚĞ�ŵŵƉ>ϯ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŵƵƚĂŶƚ� ƐŚŽǁĞĚ�ĂŶ��dĐͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ� ŐƌŽǁƚŚ�ĂŶĚ� ƐŝǌĞ�����

ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ͘�dŚĞ�ŝŶŚŝďŝƚŽƌǇ�ĞĨĨĞĐƚ�ŽĨ��dĐ�ŝƐ�ĚŝƌĞĐƚůǇ�ƌĞĨůĞĐƚĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ĐŽůŽŶǇ�ĚŝĂŵĞƚĞƌ�ĂŶĚ�ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌůǇ�����

ĞǀŝĚĞŶƚ�Ăƚ�ĚĂǇ�ϳ�;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�ϯ�Ϳ͘�/ŶĚĞĞĚ͕�ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ�ďŝŽĨŝůŵ�ƉƌĞƐĞŶƚ�Ă�ŵĂǆŝŵĂů�ĚŝĂŵĞƚĞƌ�����

ŽĨ� ΕϭϱϬϬ� ƉŝǆĞůƐ� ǁŚĞƌĞĂƐ� ƚŚĞ� ĚŝĂŵĞƚĞƌ� ŽĨ� ƚŚĞ� ďŝŽĨŝůŵ� ƚƌĞĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� ϭϬϬϬ� ŶŐͬŵ>� �dĐ� ǁĂƐ� ΕϭϮϬϬ�����

ƉŝǆĞůƐ� ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� ϯ�Ϳ͘� dŚĞ� ďŝŽĨŝůŵ� ŐƌŽǁƚŚ� ƐŚŽǁĞĚ� Ă� ŶĞŐĂƚŝǀĞ� ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ�����

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ��dĐ�ďĞƚǁĞĞŶ�ĚĂǇ�ϯ�ĂŶĚ�ϳ�;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�ϯ�Ϳ�;ʌсെϬ͘ϱϳϯϳ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�сϬ͘ϬϭϮϴ�����

ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϯ͖�ʌсെϬ͘ϳϰϵ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�сϬ͘ϬϬϬϯ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϱ͖�ĂŶĚ�ʌсെϬ͘ϴϮϲ͕�ƉͲǀĂůƵĞ�൏Ϭ͘ϬϬϬϭ�ĨŽƌ�ĚĂǇ�ϳͿ͘�dŚĞ�����

ŶƵŵďĞƌ� ŽĨ� �&hͬŵĞŵďƌĂŶĞ� Ăƚ� ĚĂǇ� ϳ� ŝƐ� ŶĞŐĂƚŝǀĞůǇ� ĐŽƌƌĞůĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ� ;ʌ�����

сെϬ͘ϳϬϱϰ͕� ƉͲǀĂůƵĞсϬ͘ϬϬϭϭͿ� ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� ϯ�Ϳ͘� DŽƌĞŽǀĞƌ͕� ƚŚĞ� ĐŽůŽŶǇ� ĚĞŶƐŝƚǇ� Ăƚ� ĚĂǇ� ϳ�����

ƉƌĞƐĞŶƚƐ� Ă� ŵŽĚĞƌĂƚĞ� ŶĞŐĂƚŝǀĞ� ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ� ;ʌсെϬ͘ϱϵϴϴ͕� ƉͲ����

ǀĂůƵĞсϬ͘ϬϬϴϲͿ� ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ� &ŝŐ͘� ϯ�Ϳ͘� ,ŽǁĞǀĞƌ͕� ƚŚŝƐ� ĞĨĨĞĐƚ� ǁĂƐ� ŶŽƚ� ŽďƐĞƌǀĞĚ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ�����

^�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ŵƵƚĂŶƚ�;ĚĂƚĂ�ŶŽƚ�ƐŚŽǁŶͿ͘�����

�����

DŵƉ>ϯ�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŝŵƉĂŝƌƐ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ŐƌŽǁƚŚ�ĂŶĚ�ƉĂƚŚŽŐĞŶŝĐŝƚǇ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŝŶ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ͘�����



��
�

�ĞďƌĂĨŝƐŚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�ĞǆƉůŽŝƚĞĚ�ƚŽ�ƐƚƵĚǇ�ƚŚĞ�ǀŝƌƵůĞŶĐĞ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ;ϳ͕�ϯϴ͕�����

ϯϵͿ͘� ,ĞƌĞ͕�ǁĞ� ƵƐĞĚ� ƚŚŝƐ�ŵŽĚĞů� ƚŽ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ� ŝĨ� ǁĞ� ĐŽƵůĚ� ƚƌŝŐŐĞƌ�ŵŵƉ>ϯ� ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ� ŝŶ� ǀŝǀŽ�ďǇ�����

ƚƌĞĂƚŝŶŐ� ŝŶƚƌĂǀĞŶŽƵƐůǇ� ŝŶĨĞĐƚĞĚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁŝƚŚ��dĐ� ƚŽ�ĂƐƐĞƐƐ� ƚŚĞ�ĞĨĨĞĐƚ�ŽŶ� ƚŚĞ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ŽƵƚĐŽŵĞ�����

;&ŝŐƵƌĞ�ϰ�Ϳ͘�tŚŝůĞ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ŽĨ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁŝƚŚ�ĐŽŵƉŽƵŶĚƐ�ŝƐ�ŽĨƚĞŶ�ĚŽŶĞ�ďǇ�ƐŝŵƉůǇ�ĂĚĚŝŶŐ�����

ƚŚĞ� ĐŽŵƉŽƵŶĚ� ƚŽ� ƚŚĞ� ĞŵďƌǇŽ� ǁĂƚĞƌ͕� ŽƵƌ� ƉƌĞůŝŵŝŶĂƌǇ� ĚĂƚĂ� ŝŶĚŝĐĂƚĞ� ŝƚ� ŝƐ� ŵŽƌĞ� ƌĞƉƌŽĚƵĐŝďůĞ� ƚŽ�����

ĚĞůŝǀĞƌ� ƚŚĞ� ĐŽŵƉŽƵŶĚ� ďǇ�ŵŝĐƌŽŝŶũĞĐƚŝŽŶ� ŝŶƐƚĞĂĚ� ŽĨ� ŝŵŵĞƌƐŝŽŶ� ;ĚĂƚĂ� ŶŽƚ� ƐŚŽǁŶͿ͘� dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕�ǁĞ�����

ĨŝƌƐƚ�ĞǀĂůƵĂƚĞĚ�ƚŚĞ�ƚŽǆŝĐŝƚǇ�ŽĨ��dĐ�ŵŝĐƌŽŝŶũĞĐƚŝŽŶ�Ăƚ�ϮĚƉĨ�ƵƐŝŶŐ�ĂŶ�ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ�ĚŽƐĞ�ƌĂŶŐŝŶŐ�ĨƌŽŵ�ϭ�����

ŶŐ�ƚŽ�ϭϬϬ�ŶŐ�ĂŶĚ�ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ�ƚƌĞĂƚĞĚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ĨŽƌ�ϭϭ�ĚĂǇƐ͘�tĞ�ĨŽƵŶĚ�ŶŽ�ƚŽǆŝĐŝƚǇ�ƐŝŐŶƐ�ŝŶ�ĞŵďƌǇŽƐ�����

ƚƌĞĂƚĞĚ�ĨƌŽŵ�ϭ�ƚŽ�ϭϬ�ŶŐ�ŽĨ��dĐ͕�ĂƐ�ŽƉƉŽƐĞĚ�ƚŽ�ĞŵďƌǇŽƐ�ƚƌĞĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ϮϬ�ŶŐ͕�ǁŚŝĐŚ�ƐƚĂƌƚĞĚ�ƚŽ�ĞǆŚŝďŝƚ�����

ƚŽǆŝĐŝƚǇ�ƐŝŐŶƐ�ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ�ǁŝƚŚ�ϱϬ�ŶŐ�ĂŶĚ�ϭϬϬ�ŶŐ�;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ�&ŝŐ͘�ϰ͕�dĂďůĞ�^ϰͿ͘�tĞ͕�ƚŚƵƐ͕�ŽƉƚĞĚ�����

ĨŽƌ�ϭϬ�ŶŐ�ŽĨ��dĐ�ǁŚŝĐŚ�ǁĂƐ�ƚŚĞ�ŚŝŐŚĞƐƚ�ƐĂĨĞƐƚ�ĚŽƐĞ͘�tĞ�ƚŚĞŶ� ŝŶũĞĐƚĞĚ�ϯϬ�ŚŽƵƌƐ�ƉŽƐƚͲĨĞƌƚŝůŝǌĂƚŝŽŶ�����

;ŚƉĨͿ� ĞŵďƌǇŽƐ� ŝŶ� ƚŚĞ� ĐĂƵĚĂů� ǀĞŝŶ�ǁŝƚŚ� ϯϱϱ� ц� ϭϴ��&h�ŽĨ�Z�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ͕�ǁŚŝĐŚ�ǁĞƌĞ� ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ�����

ƚƌĞĂƚĞĚ�Ăƚ�ϭ�ĚĂǇ�ƉŽƐƚͲŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�;ĚƉŝͿ�ǁŝƚŚ�ϭϬ�ŶŐ��dĐ�ƚŽ�ƌĞƉƌĞƐƐ�ƚŚĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ�;&ŝŐ͘�ϰ�Ϳ͘�����

�ĂŝůǇ�ŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐ�ŽĨ�ĞŵďƌǇŽ�ƐƵƌǀŝǀĂů�ƐŚŽǁĞĚ�ĂŶ�ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŝŶ�ŵŽƌƚĂůŝƚǇ�ŽǀĞƌ�ƚŝŵĞ�ŝŶ�ƚŚĞ�ŶŽŶͲƚƌĞĂƚĞĚ�����

ŐƌŽƵƉ� ;ϱϯй� ŵŽƌƚĂůŝƚǇ� Ăƚ� ϭϮ� ĚƉŝͿ� ĂƐ� ĞǆƉĞĐƚĞĚ͕� ǁŚŝůĞ� ŽŶůǇ� ϱй� ŽĨ� ĞŵďƌǇŽƐ� ƚƌĞĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� �dĐ�����

ƐƵĐĐƵŵďĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ� ;&ŝŐ͘�ϰ�Ϳ͘�dŚŝƐ�ƐƚƌŽŶŐůǇ�ƐƵŐŐĞƐƚƐ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�ƚĞŵƉŽƌĂů�ĐŽŶƚƌŽů�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ�����

ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŝƐ� ǁŽƌŬŝŶŐ� ŝŶ� ǀŝǀŽ͘� /Ŷ� ĂŐƌĞĞŵĞŶƚ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ƌĞĚƵĐĞĚ� ĞŵďƌǇŽ� ŵŽƌƚĂůŝƚǇ͕� ƚŚĞ� ďĂĐƚĞƌŝĂů�����

ďƵƌĚĞŶ�ĨƌŽŵ��dĐͲƚƌĞĂƚĞĚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĂƐ�ůŝŶĞĂƌůǇ�ĚĞĐƌĞĂƐŝŶŐ�ŽǀĞƌƚŝŵĞ�;ƌсͲϬ͘ϵϭϬϱ͖�ƉͲǀĂůƵĞфϬ͘ϬϬϬϭͿ�Ăƚ�����

Ă�ƌĂƚĞ�ŽĨ�ͲϬ͘ϴϰϭϴ�ůŽŐϭϬ�ƉĞƌ�ĚĂǇ�;ƉͲǀĂůƵĞфϬ͘ϬϬϬϭͿ͕�ĂƐ�ŽƉƉŽƐĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�ŶŽŶͲƚƌĞĂƚĞĚ�ĐŽŶƚƌŽů�ŐƌŽƵƉ�ŝŶ�����

ǁŚŝĐŚ�ƚŚĞ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ďƵƌĚĞŶ�ǁĂƐ�ůŝŶĞĂƌůǇ�ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ�ŽǀĞƌ�ƚŝŵĞ�;ƌсϬ͘ϵϯϰϬ͖�ƉͲǀĂůƵĞфϬ͘ϬϬϬϭͿ�Ăƚ�Ă�ƌĂƚĞ�����

ŽĨ�Ϭ͘ϵϲϳϰ�ůŽŐϭϬ�ƉĞƌ�ĚĂǇ�;ƉͲǀĂůƵĞфϬ͘ϬϬϬϭͿ�;&ŝŐ͘�ϰ�Ϳ͘�DŽƌĞŽǀĞƌ͕�ƚŽ�ĐŽƌƌŽďŽƌĂƚĞ�ƚŚĞ��&h�ƌĞƐƵůƚƐ͕�ǁĞ�����

ƚŽŽŬ� ĂĚǀĂŶƚĂŐĞ� ŽĨ� ƚŚĞ� ƚƌĂŶƐƉĂƌĞŶĐǇ� ŽĨ� ƚŚĞ� ĞŵďƌǇŽƐ� ƚŽ�ŵŽŶŝƚŽƌ� ƚŚĞ� ĞǀŽůƵƚŝŽŶ� ŽĨ� ƚŚĞ�ŵtĂƐĂďŝ�����

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ǁŚŝĐŚ�ƌĞĨůĞĐƚƐ�ƚŚĞ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ďƵƌĚĞŶ͘�ZĞĂůͲƚŝŵĞ�ŝŵĂŐŝŶŐ�ŽĨ�ĞŵďƌǇŽƐ�ĐůĞĂƌůǇ�ƐŚŽǁĞĚ�ŝŶ�����

ŽŶĞ�ŚĂŶĚ͕� ĂŶ� ŝŶĐƌĞĂƐĞ�ŽĨ� ŐƌĞĞŶ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŽǀĞƌƚŝŵĞ� ŝŶ�ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ�ĞŵďƌǇŽƐ� ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚ�ǁŝƚŚ�����

ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ďŝŐ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ĨŽĐŝ�;&ŝŐ͘�ϰ��ůĞĨƚ�ƉĂŶĞůƐͿ͕�ĂŶĚ�ŝŶ�ĂŶŽƚŚĞƌ�ŚĂŶĚ͕�Ă�ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�ŐƌĞĞŶ�����

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŽǀĞƌ�ƚŝŵĞ�ďĞƚǁĞĞŶ�ϭ�ĚĂǇ�ƉŽƐƚͲƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�;ĚƉƚͿ�ĂŶĚ�ϯĚƉƚ�ŝŶ�ƚƌĞĂƚĞĚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁŝƚŚ�ŽŶůǇ�����

ƐŵĂůů�ƌĞƐŝĚƵĂů�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ĨŽĐŝ�ƉĞƌƐŝƐƚŝŶŐ�;&ŝŐ͘�ϰ��ƌŝŐŚƚ�ƉĂŶĞůƐͿ͘������

�ǀĞƌĂůů͕�ƚŚĞƐĞ�ƌĞƐƵůƚƐ�ĐŽƌƌĞůĂƚĞ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ�ŝŶ�ǀŝƚƌŽ�ŐƌŽǁƚŚ�ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ƵƉŽŶ��dĐ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕�ĐŽŶĨŝƌŵ�����

ƚŚĞ�ƵƐĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�dĞƚͲK&&�ƐǇƐƚĞŵ�ƚŽ�ŵŽĚƵůĂƚĞ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŝŶ�ƚŚĞ�ŝŶĨĞĐƚĞĚ�ŚŽƐƚ�����
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ĂŶĚ�ƐƵƉƉŽƌƚ�ƚŚĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ĐŚĂƌĂĐƚĞƌ�ŽĨ�DŵƉ>ϯ�ĂƐ�Ă�ǀĂůƵĂďůĞ�ĚƌƵŐ�ƚĂƌŐĞƚ�ĨŽƌ�ƚŚĞ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ŽĨ�D͘�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĚŝƐĞĂƐĞƐ͘�����

�����
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�/^�h^^/KE�����

�ĞĐŝƉŚĞƌŝŶŐ� ƚŚĞ� ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ� ĂŶĚ� ďŝŽůŽŐŝĐĂů� ĨƵŶĐƚŝŽŶƐ� ŽĨ� ĞƐƐĞŶƚŝĂů� ĚĞƚĞƌŵŝŶĂŶƚƐ� ŝŶ�D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ƌĞŵĂŝŶƐ�ĐŚĂůůĞŶŐŝŶŐ͕�ĚƵĞ�ƚŽ�ƚŚĞ�ůĂĐŬ�ŽĨ�ƌĞůĞǀĂŶƚ�ŐĞŶĞƚŝĐ�ƐǇƐƚĞŵƐ�ƚŽ�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕�����

ĚĞƐƉŝƚĞ�ƚŚĞ�ƌĞĐĞŶƚ�ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ�ŽĨ��Z/^WZͬ�ĂƐͲďĂƐĞĚ�ƐǇƐƚĞŵƐ�ƚŽ�ŝŶĚƵĐŝďůǇ�ƐŝůĞŶĐĞ�ƚŚĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�����

ŽĨ� ƚĂƌŐĞƚĞĚ� ŐĞŶĞƐ� ŝŶ� ƚŚŝƐ� ƐƉĞĐŝĞƐ� ;ϭϵͿ͘� /Ŷ� ƚŚŝƐ� ƐƚƵĚǇ͕� ǁĞ� ƉƌŽǀŝĚĞĚ� ĞǀŝĚĞŶĐĞ� ƚŚĂƚ� ƚŚĞ� dĞƚͲK&&�����

ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ� ƐǇƐƚĞŵ� ŝƐ� ĂƉƉůŝĐĂďůĞ� ƚŽ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŐƌŽǁŝŶŐ� ŝŶ� ǀŝƚƌŽ�ĂƐ�ǁĞůů� ĂƐ� ŝŶ� ƚŚĞ� ŝŶĨĞĐƚĞĚ�ŚŽƐƚ͘�����

&ŝƌƐƚ͕�ǁĞ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ�ƚŚĂƚ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ�ŽĨ�ƚŚĞ�ƚĂƌŐĞƚ�ŐĞŶĞ�ĞŶĐŽĚŝŶŐ�ĞŝƚŚĞƌ�Ă�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ŵĂƌŬĞƌ�����

ŝƐ�ƚƵƌŶĞĚ�ŽĨĨ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ďǇ�ƚŚĞ�ĂĚĚŝƚŝŽŶ�ŽĨ��dĐ͕�ĂƐ�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�ƐŚŽǁŶ�ĨŽƌ�D͘�ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�ĂŶĚ�����

D͘�ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ�;ϮϮͿ͘�dŚĞ��dĐͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ǁĂƐ�ĚŝƌĞĐƚůǇ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�����

ŽŶ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ĐŽůŽŶŝĞƐ�ĂŶĚ�ƋƵĂŶƚŝĨŝĞĚ�ŝŶ�ďƌŽƚŚ�ĐƵůƚƵƌĞƐ�ĂƐ�ǁĞůů�ĂƐ�ŝŶ�ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ͕�ƚŚƵƐ�ǀĂůŝĚĂƚŝŶŐ�����

ƚŚĞ�ĞĨĨŝĐĂĐǇ�ĂŶĚ�ƌŽďƵƐƚŶĞƐƐ�ŽĨ�ƚŚĞ�ŵĞƚŚŽĚ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�/Ŷ�ĂĚĚŝƚŝŽŶ͕�ǁĞ�ƐŚŽǁĞĚ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�dĞƚͲ����

K&&�ƐŝůĞŶĐŝŶŐ�ƐǇƐƚĞŵ�ŝƐ�ĨƵŶĐƚŝŽŶĂů�ŝŶ�ďŽƚŚ�^�ĂŶĚ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ͕�ǁŚŝĐŚ�ƌĞƐƉŽŶĚĞĚ�ƐŝŵŝůĂƌůǇ�ƚŽ��dĐ͕�ƚŚƵƐ�����

ŝŶĚŝĐĂƚŝŶŐ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�ŽƵƚĞƌŵŽƐƚ�'W>�ůĂǇĞƌ�ŝŶ�ƚŚĞ�^�ĨŽƌŵ�ĚŝĚ�ŶŽƚ�ƉůĂǇ�Ă�ŵĂũŽƌ�ƌŽůĞ�ŝŶ�����

ƉƌĞǀĞŶƚŝŶŐͬůŝŵŝƚŝŶŐ� ƚŚĞ� ĞŶƚƌǇ� ŽĨ� �dĐ� ŝŶƐŝĚĞ� ƚŚĞ� ďĂĐŝůůŝ͘� dŚŝƐ� ƉƌŽŵƉƚĞĚ� ƵƐ� ƚŽ� ĚĞƐŝŐŶ� ĂŶ�ŵŵƉ>ϯ�����

ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŵƵƚĂŶƚ� ŝŶ�^�ĂŶĚ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ƚŽ�ĂƐƐĞƐƐ�ƚŚĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ� ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘� /Ŷ� ŝŶ�����

ǀŝƚƌŽ� ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͕� ǁĞ� ĨŽƵŶĚ� ƚŚĂƚ� ŐƌŽǁƚŚ� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ� ǁĂƐ� �dĐ� ĚŽƐĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ͕� ǁŚŝĐŚ� ĐŽƵůĚ� ďĞ�����

ĚŝƌĞĐƚůǇ�ůŝŶŬĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�ĚĞĐƌĞĂƐĞĚ�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�ƚŚĞ�DŵƉ>ϯ�ƉƌŽƚĞŝŶ͕�ƚƌĂŶƐůĂƚŝŶŐ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�ďůŽĐŬĂŐĞ�ŽĨ�����

dDD� ƚƌĂŶƐƉŽƌƚ͘� dŚĞ� ůĂĐŬ� ŽĨ� dDD�ĞǆƉŽƌƚ�ǁĂƐ� ƌĞůĂƚĞĚ� ƚŽ� ƌĞĚƵĐĞĚ� ůĞǀĞůƐ� ŽĨ��'�ŵǇĐŽůǇůĂƚŝŽŶ� ĂŶĚ�����

ƌĞĚƵĐĞĚ�ƉŽŽůƐ�ŽĨ�d�D͕�ĂŶ�ĞǆƉĞĐƚĞĚ�ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ�ƌĞůǇŝŶŐ�ŽŶ�ƚŚĞ�ĨĂĐƚ�ƚŚĂƚ�dDD�ƐĞƌǀĞƐ�ĂƐ�Ă�ƐƵďƐƚƌĂƚĞ�����

ĨŽƌ�ƚŚĞ��Őϴϱ�ŵǇĐŽůǇůƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͘�tĞ�ŶŽƚĞ�ƚŚĂƚ͕�ĞǀĞŶ�Ăƚ�ƚŚĞ�ŚŝŐŚĞƐƚ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�ŽĨ��dĐ�ƚĞƐƚĞĚ�����

;ϱϬϬ� ĂŶĚ� ϭϬϬϬ� ŶŐͬŵ>Ϳ͕� ďŽƚŚ� ^�∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ� ĂŶĚ� Z�∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ� ŐƌĞǁ� ǀĞƌǇ� ƐůŽǁůǇ� ŝŶ� ůŝƋƵŝĚ�ŵĞĚŝĂ͕�����

ƉƌĞƐƵŵĂďůǇ�ŝŶĚŝĐĂƚŝŶŐ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞ�ƉƌŽŵŽƚĞƌ�ŝƐ�ůĞĂŬǇ͕�ĂƐ�ũƵĚŐĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ůŽǁ�ůĞǀĞůƐ�ŽĨ�DŵƉ>ϯ�ƉƌŽĚƵĐĞĚ�����

ƵŶĚĞƌ�ƚŚĞƐĞ�ƌĞƉƌĞƐƐŝǀĞ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͕�ǁŚŝĐŚ�ƚƌĂŶƐůĂƚĞƐ�ŝŶƚŽ�Ă�ƉĂƌƚŝĂů�ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ŽĨ�d�D�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ĂŶĚ�����

�'� ŵǇĐŽůǇůĂƚŝŽŶ͘� EĞǀĞƌƚŚĞůĞƐƐ͕� ĚĞƐƉŝƚĞ� ƚŚĞ� ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ� ƌĞƐŝĚƵĂů� ůĞǀĞůƐ� ŽĨ� DŵƉ>ϯ� ƵƉŽŶ� �dĐͲ����

ŝŶĚƵĐĞĚ� ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ͕� ƚŚĞƐĞ� ƌĞƐƵůƚƐ� ŚŝŐŚůŝŐŚƚ� ƚŚĞ� ǀƵůŶĞƌĂďŝůŝƚǇ� ŽĨ� DŵƉ>ϯ� ĂŶĚ� ƚŚĞ� ĞŶƐƵŝŶŐ�����

ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ� ĨŽƌ� ĨƵƚƵƌĞ� ĐŚĞŵŽƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ� ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚƐ� ĨŽƌ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͕� ĂƐ�����

ĞǆĞŵƉůŝĨŝĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ǁŝĚĞ�ůŝƐƚ�ŽĨ�ĐŚĞŵŽƚǇƉĞƐ�ŝŶŚŝďŝƚŝŶŐ�ƚŚŝƐ�ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�;ϭϲ͕�ϯϮʹϯϲͿ͘�����

ZĞĐĞŶƚ� ƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ�ŽĨ� Ă� ƐĂƚƵƌĂƚĞĚ� ƚƌĂŶƐƉŽƐŽŶ� ůŝďƌĂƌǇ� ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ƉƌŽǀŝĚĞĚ�Ă� ĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞ�����

ƉƌĞĚŝĐƚŝŽŶ� ŽĨ� ĞƐƐĞŶƚŝĂů� ŐĞŶĞƐ� ŝŶ� ƚŚŝƐ� ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů� ƐƉĞĐŝĞƐ� ;ϰϬͿ͘� ,ŽǁĞǀĞƌ͕� ƚŚĞƐĞ� ĞƐƐĞŶƚŝĂů�����
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ƉƌĞĚŝĐƚŝŽŶƐ�ƌĞƋƵŝƌĞ�ŶŽǁ�ĨƵƌƚŚĞƌ�ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů�ĐŽŶĨŝƌŵĂƚŝŽŶ͘�dǇƉŝĐĂůůǇ͕�ƚŚĞ�dĞƚͲK&&�ƐǇƐƚĞŵ�ƌĞƉŽƌƚĞĚ�����

ŚĞƌĞ�ĐĂŶ�ďĞ�ĞǆƚĞŶĚĞĚ�ĨŽƌ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŐĞŶĞ�ŵŽĚƵůĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ĂŶǇ�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ŐĞŶĞ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�dŚŝƐ�����

ǁŝůů� ďĞ� ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌůǇ� ƵƐĞĨƵů� ƚŽ� ĐŽŶĨŝƌŵ� ƚŚĞƐĞ� ƉƌĞĚŝĐƚŝŽŶƐ� ĂŶĚ� ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚŝŶŐ� ǁŚĞƚŚĞƌ� ŝŶŚŝďŝƚŝŶŐ�����

ĞƐƐĞŶƚŝĂů� ƉƌŽƚĞŝŶƐ� ĐĂŶ� ƉƌŽǀŝĚĞ� ƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ� ďĞŶĞĨŝƚ͕� ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌůǇ� ǁĂƌƌĂŶƚĞĚ� ŝŶ� ƚŚĞ� ĐŽŶƚĞǆƚ� ŽĨ�����

ŵƵůƚŝƉůĞ� ĚƌƵŐ� ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ� ŽĨ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĂŶĚ� ƵŶŵĞƚ� ŵĞĚŝĐĂů� ŶĞĞĚ� ƚŽ� ĐŽŶƚƌŽůͬĞƌĂĚŝĐĂƚĞ� D͘�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ�;ϭ͕�ϭϰͿ͘������

�ŝŽĨŝůŵ� ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ� ŝƐ� ŽŶĞ� ĐƌƵĐŝĂů� ƉĂƚŚŽŐĞŶŝĐŝƚǇ� ĨĂĐƚŽƌ� ŝŶ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ;ϰϭͿ͘� ,ĞƌĞ͕� ǁĞ�����

ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ� ƚŚĂƚ� ƚŚĞ� dĞƚK&&� ƐǇƐƚĞŵ�ŵĂǇ� ďĞ� ĂƉƉůŝĞĚ� ƚŽ� ƚŚĞ� ƌĞĐĞŶƚůǇ� ĚĞǀĞůŽƉĞĚ�D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵ�ŵŽĚĞů�;ϰϮͿ͘�dŚŝƐ�ďŝŽĨŝůŵ�ŵŽĚĞů�ĐŽŶƐŝƐƚƐ�ŽĨ�ŝŶĚƵĐŝŶŐ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ĐŽůŽŶǇ�ŐƌŽǁƚŚ�ŽŶƚŽ�Ă�����

ƉŽůǇĐĂƌďŽŶĂƚĞ� ŵĞŵďƌĂŶĞ� ůĂǇŝŶŐ� ŽŶ� ĂŶ� ĂŐĂƌ� ƉůĂƚĞ� ;ϰϯͿ͕� ĨŽƌ� ǁŚŝĐŚ� ŶƵƚƌŝƚŝŽŶĂů� Žƌ� ĂŶƚŝďŝŽƚŝĐ�����

ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƚŝŽŶ� ĐĂŶ� ďĞ�ŵŽĚŝĨŝĞĚ� Ăƚ�ǁŝůů� ;ϮϵͿ͘�tĞ� ƐŚŽǁ� ŚĞƌĞ� ƚŚĂƚ� �dĐ� ŶŽƚ� ŽŶůǇ� ƉĞŶĞƚƌĂƚĞƐ� ƚŚĞ�����

ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ůĂǇĞƌƐ�ƚŚĂƚ�ĐŽŵƉŽƐĞ�ƚŚĞ�ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ�ďƵƚ�ƚŚĂƚ�ŝƚ�ĐĂŶ�ĂůƐŽ�ŵŽĚƵůĂƚĞ�ƚŚĞ�����

ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ�ŵ�ŚĞƌƌǇ͘� dŚĞƐĞ� ƌĞƐƵůƚƐ� ĂƌĞ� ŝŶ� ůŝŶĞ�ǁŝƚŚ� Ă� ƉƌĞǀŝŽƵƐ� ƐƚƵĚǇ� ƌĞƉŽƌƚŝŶŐ� ƚŚĞ� ĞŶŚĂŶĐĞĚ�����

ĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ƚĞƚƌĂĐǇĐůŝŶĞ�ŝŶ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ďŝŽĨŝůŵƐ�;ϰϰͿ͘�dŚĞ�ŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ŚƵŶĚƌĞĚƐ�ŽĨ�ŐĞŶĞƐ�ŝŶ�����

D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ŚĂƐ�ƌĞĐĞŶƚůǇ�ďĞĞŶ�ĚŽĐƵŵĞŶƚĞĚ�ŝŶ�ďŽƚŚ�ŵŝŶŝŵĂů�ŵĞĚŝƵŵ�;ϰϱͿ�ĂŶĚ�ƐǇŶƚŚĞƚŝĐ�����

�&�ŵĞĚŝƵŵ�;ϰϲͿ͘�KƵƌ�ƌĞƐƵůƚƐ�ƐƵƉƉŽƌƚ�ƚŚĞ�ƵƐĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�dĞƚͲK&&�ƐǇƐƚĞŵ�ĨŽƌ�ƐǁŝƚĐŚŝŶŐ�ŽĨĨ�ƚŚĞƐĞ�ŐĞŶĞƐ͕�����

ƉƌŽǀŝĚŝŶŐ�Ă�ǀĂůƵĂďůĞ�ĂƉƉƌŽĂĐŚ�ƚŽ�ƐƚƵĚǇ�ƚŚĞ�ĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐ�ŽĨ�ƐŝůĞŶĐŝŶŐ�ƚŚĞƐĞ�ŐĞŶĞƐ�ĚƵƌŝŶŐ�ďŝŽĨŝůŵ�����

ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͘�KĨ�ŶŽƚĞ͕�ƚŚĞ�ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵ�ŵŽĚĞů�ƌĞƉŽƌƚĞĚ�ŚĞƌĞ�ĚŽĞƐ�ŶŽƚ�ƌĞĐĂƉŝƚƵůĂƚĞ�ƚŚĞ�ĐĞůůƵůĂƌ�����

ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐƐ� ǁŝƚŚ� ƌĞƐƉĞĐƚ� ƚŽ� ĐĞůůͲƐƵďƐƚƌĂƚƵŵ� ĂŶĚ� ĐĞůůͲĐĞůů� ĂĚŚĞƐŝŽŶ� ĨŽƵŶĚ� ĨŽƌ� ŝŶƐƚĂŶĐĞ� ŝŶ�����

ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ƉĞůůŝĐůĞƐ�ŐƌŽǁŝŶŐ�Ăƚ�ƚŚĞ�ůŝƋƵŝĚͬĂŝƌ�ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ͘��dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕�ƚŚĞ�ĚŝĨĨĞƌĞŶĐĞƐ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�ŝŶ�����

^� ĂŶĚ� Z� ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ� ŵĂǇ� ƌĞƐƵůƚ� ĨƌŽŵ� ƚŚĞ� ĂďƐĞŶĐĞ� ŽĨ� 'W>� ŝŶ� ƚŚĞ� Z� ŵŽƌƉŚŽƚǇƉĞ� ƐŝŶĐĞ� ƚŚĞŝƌ�����

ƉƌĞƐĞŶĐĞ͕� ŝŶ�D͘� ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ͕� ĨĂǀŽƌƐ� ďŝŽĨŝůŵ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ďǇ� ĨĂĐŝůŝƚĂƚŝŶŐ� ĐĞůůƵůĂƌ� ĂƚƚĂĐŚŵĞŶƚ� ƚŽ� ƚŚĞ�����

ƐƵďƐƚƌĂƚƵŵ͕� ƐůŝĚŝŶŐ�ŵŽƚŝůŝƚǇ� ĂŶĚ� ŝŶƚĞƌĐĞůůƵůĂƌ� ĂŐŐƌĞŐĂƚŝŽŶ� ;ϰϳ͕� ϰϴͿ͘� dŽ� ŝůůƵƐƚƌĂƚĞ� ƚŚĞ� ĨĞĂƐŝďŝůŝƚǇ� ŽĨ�����

ƚŚŝƐ�ŵĞƚŚŽĚ͕�ǁĞ�ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ� ƚŚĞ�ĞĨĨĞĐƚ�ŽĨ� ƐŝůĞŶĐŝŶŐ�ŵŵƉ>ϯ� ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚƵƌŝŶŐ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵ�ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ�ƵƐŝŶŐ�Z�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ͘�<ŶŽĐŬŝŶŐ�ĚŽǁŶ�ŵŵƉ>ϯ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ƌĞĚƵĐĞĚ�����

ďŝŽĨŝůŵ�ŐƌŽǁƚŚ�ŝŶ�ĂŶ��dĐͲĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ�ŵĂŶŶĞƌ�ƚŚĂƚ�ĐŽƵůĚ�ďĞ�ĐŽƌƌŽďŽƌĂƚĞĚ�Ăƚ�ƚŚĞ�ůĞǀĞů�����

ŽĨ� ƚŚĞ� ƌĞůĂƚŝǀĞ�ĐŽůŽŶǇ�ǀŽůƵŵĞ�ŽǀĞƌ� ƚŝŵĞ͘� /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕� ƚŚĞ�ŶĞŐĂƚŝǀĞ�ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ�ďĞƚǁĞĞŶ�ĚĞŶƐŝƚǇ�����

;�&hͬĐŽůŽŶǇ� ǀŽůƵŵĞͿ� ĂŶĚ� �dĐ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� Ăƚ� ĚĂǇ� ϳ� ƉŽŝŶƚƐ� ƚŽ� Ă� ĚĞĐƌĞĂƐĞ� ŝŶ� ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�����

ǀŝĂďŝůŝƚǇ� ǁŝƚŚŝŶ� ƚŚĞ� ďŝŽĨŝůŵ͘� dŚĞƐĞ� ƌĞƐƵůƚƐ� ĂƌĞ� ƌĞŵŝŶŝƐĐĞŶƚ� ŽĨ� ƚŚĞ� ďĂĐƚĞƌŝĐŝĚĂů� ĞĨĨĞĐƚ� ŽĨ� ĂŶ� EͲ����



���
�

ƐƵďƐƚŝƚƵƚĞĚ�ŝŶĚŽůĞŵĞƚŚǇůĂŵŝŶĞ�;/D�ϲͿ�ƚĂƌŐĞƚŝŶŐ�DŵƉ>ϯ͕�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�ĚĞƐĐƌŝďĞĚ�ŽŶ�ŶƵƚƌŝĞŶƚͲƐƚĂƌǀĞĚ�����

ĂŶĚ�ŽǆǇŐĞŶͲĚĞƉůĞƚĞĚ�ŶŽŶͲƌĞƉůŝĐĂƚŝŶŐ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ďŝŽĨŝůŵ�;ϰϵͿ͘�����

��ŵĂũŽƌ� ĨŝŶĚŝŶŐ�ŽĨ� ƚŚŝƐ�ǁŽƌŬ�ƌĞůŝĞƐ�ŽŶ�ƚŚĞ�ƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇ� ƚŽ�ĚĞĐƌĞĂƐĞ�ƚŚĞ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ� ůĞǀĞů�ŽĨ�D͘�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŐĞŶĞƐ�ĚƵƌŝŶŐ� ƐǇƐƚĞŵŝĐ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ� ŝŶ� ǌĞďƌĂĨŝƐŚ� ĞŵďƌǇŽƐ� ĂŶĚ� ǀŝƐƵĂůŝǌĞ� ƚŚĞ�ĞĨĨĞĐƚ� ŽĨ� ŐĞŶĞ�����

ƐŝůĞŶĐŝŶŐ�Ăƚ�Ă�ƐƉĂƚŝŽƚĞŵƉŽƌĂů�ůĞǀĞů�ŝŶ�Ă�ůŝǀŝŶŐ�ǀĞƌƚĞďƌĂƚĞ͘�/Ŷ�ƚŚĞ�ĐĂƐĞ�ŽĨ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ǁŝƚŚ�Z�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ͕�����

ŝŶƚƌĂǀĞŶŽƵƐ�ŝŶũĞĐƚŝŽŶ�ŽĨ��dĐ�Ăƚ�ϭ�ĚƉŝ�ƌĞƐƵůƚĞĚ�ŝŶ�Ă�ƌĂƉŝĚ�ĂŶĚ�ƉƌŽŐƌĞƐƐŝǀĞ�ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ�ŝŶ�ƚŚĞ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�����

ůŽĂĚƐ�;ƋƵĂŶƚŝĨŝĞĚ�ďǇ�ĚĞƚĞƌŵŝŶŝŶŐ�ƚŚĞ��&h�ŽǀĞƌ�ƚŝŵĞͿ�ĂŶĚ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ĨŽĐŝ�;ŽďƐĞƌǀĞĚ�ďǇ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�����

ŝŵĂŐŝŶŐ� ŽĨ� ǁŚŽůĞ� ĞŵďƌǇŽƐͿ͘� dŚŝƐ� ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇ� ƌĞƐĐƵĞĚ� ƚŚĞ� ƐƵƌǀŝǀĂů� ŽĨ� ĞŵďƌǇŽƐ͕� ǁŚŝĐŚ� ďĂƌĞůǇ�����

ƐŚŽǁĞĚ� ƐŝŐŶƐ� ŽĨ� ƉĂƚŚŽůŽŐǇ͕� ĂƐ� ĐŽŵƉĂƌĞĚ�ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ŶŽŶͲƚƌĞĂƚĞĚ� ŐƌŽƵƉ� ŽĨ� ĂŶŝŵĂůƐ͘� ^ƚƌŝŬŝŶŐůǇ͕� ƚŚĞ�����

ƉŚĞŶŽƚǇƉĞƐ� ŽďƐĞƌǀĞĚ� ŚĞƌĞ� ŝŶ� ǌĞďƌĂĨŝƐŚ� ƵƐŝŶŐ� ƚŚĞ� ŝŶĚƵĐŝďůĞ� ŵŵƉ>ϯ� ƐŝůĞŶĐŝŶŐ� ƐǇƐƚĞŵ� ǁĞƌĞ� ǀĞƌǇ�����

ƐŝŵŝůĂƌ� ƚŽ� ƚŚŽƐĞ� ŽďƐĞƌǀĞĚ� ĨŽůůŽǁŝŶŐ� ĐŚĞŵŝĐĂů� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ� ǁŚĞŶ� ĞǆƉŽƐŝŶŐ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐͲŝŶĨĞĐƚĞĚ�����

ĞŵďƌǇŽƐ�ƚŽ�DŵƉ>ϯ�ŝŶŚŝďŝƚŽƌƐ͕�ƐƵĐŚ�ĂƐ�W/W�ϭ�;ϭϲͿ�Žƌ�ďĞŶǌŝŵŝĚĂǌŽůĞ�ĚĞƌŝǀĂƚŝǀĞƐ�;ϯϰͿ͘�KǀĞƌĂůů͕�ƚŚĞƐĞ�����

ƌĞƐƵůƚƐ�ĂƌĞ� ŝŶ� ůŝŶĞ�ǁŝƚŚ�ƉƌĞǀŝŽƵƐ�ǁŽƌŬ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŶŐ� ƚŚĂƚ�DŵƉ>ϯ� ŝƐ� ƌĞƋƵŝƌĞĚ� ĨŽƌ� ƚŚĞ� ƌĞƉůŝĐĂƚŝŽŶ�����

ĂŶĚ�ǀŝĂďŝůŝƚǇ�ŽĨ�D͘�ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ͕�ďŽƚŚ�ƵŶĚĞƌ�ƐƚĂŶĚĂƌĚ�ůĂďŽƌĂƚŽƌǇ�ŐƌŽǁƚŚ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ�ĂŶĚ�ĚƵƌŝŶŐ�ƚŚĞ�����

ĂĐƵƚĞ�ĂŶĚ�ĐŚƌŽŶŝĐ�ƉŚĂƐĞƐ�ŽĨ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ŝŶ�ŵŝĐĞ�;ϱϬͿ͘�tŚŝůĞ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ƌĞĐĂƉŝƚƵůĂƚĞ�ƚŚĞ�ĂĐƵƚĞ�����

ƐƚĂŐĞƐ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƐŽůĞ�ĐŽŶƚĞǆƚ�ŽĨ� ŝŶŶĂƚĞ�ŝŵŵƵŶŝƚǇ�;ϳ͕�ϱϭͿ͕�ĂĚƵůƚ�ĨŝƐŚ͕�ǁŚĞƌĞ�����

ďŽƚŚ� ŝŶŶĂƚĞ�ĂŶĚ�ĂĚĂƉƚŝǀĞ� ŝŵŵƵŶŝƚǇ�ĂƌĞ�ŽƉĞƌĂƚŝǀĞ͕�ŚĂǀĞ�ďĞĞŶ�ƐŚŽǁŶ�ƚŽ�ďĞ�ƵƐĞĨƵů� ƚŽ�ĚĞƐĐƌŝďĞ�D͘�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĐŚƌŽŶŝĐ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ� ;ϱϮͿ͘� &ƵƚƵƌĞ� ƐƚƵĚŝĞƐ� ƐŚŽƵůĚ� ĂĚĚƌĞƐƐ� ƚŚĞ� ĂƉƉůŝĐĂďŝůŝƚǇ� ŽĨ� �dĐͲŝŶĚƵĐĞĚ�����

ŐĞŶĞ� ƐŝůĞŶĐŝŶŐ� ŝŶ� ĂĚƵůƚ� ǌĞďƌĂĨŝƐŚ� ƚŽ� ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞ� ƚŚĞ� ďŝŽůŽŐŝĐĂů� ƌŽůĞ� ŽĨ� ďŽƚŚ� ĞƐƐĞŶƚŝĂů� ĂŶĚ� ŶŽŶͲ����

ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ŐĞŶĞƐ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ƉĞƌƐŝƐƚĞŶĐĞ�ĂŶĚ�ĐŚƌŽŶŝĐ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͘�����

dŽ�ĐŽŶĐůƵĚĞ͕�ǁĞ�ŚĂǀĞ�ĚĞƐĐƌŝďĞĚ�Ă�ƌŽďƵƐƚ�ĂŶĚ�ƐƚĂďůĞ�ŐĞŶĞƚŝĐ�ƐǇƐƚĞŵ�ƚŽ�ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞ�ŐĞŶĞƐ�ŝŶ�����

D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ƵŶĚĞƌ� ŝŶ�ǀŝƚƌŽ� ůĂďŽƌĂƚŽƌǇ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ�ĂŶĚ�ŽƵƌ�ĚĂƚĂ�ŚŝŐŚůŝŐŚƚ�DŵƉ>ϯ�ĂƐ�ĂŶ�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�����

ůŝƉŝĚ�ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͕�ǀĂůŝĚĂƚŝŶŐ�DŵƉ>ϯ�ĂƐ�ƚĂƌŐĞƚ�ŽĨ�ƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ�ŝŶƚĞƌĞƐƚ͘�dŚŝƐ�ƉƌŽǀŝĚĞƐ�����

Ă�ƐƚƌŽŶŐ�ŝŶĐĞŶƚŝǀĞ�ĨŽƌ�ƚŚĞ�ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚ�ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚƐ�ŽĨ�ŶĞǁ�Žƌ�ŝŵƉƌŽǀĞĚ�DŵƉ>ϯ�ŝŶŚŝďŝƚŽƌƐ�ŝŶ�ƚŚĞ�����

ĨŝŐŚƚ�ĂŐĂŝŶƐƚ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ƉƵůŵŽŶĂƌǇ�ĚŝƐĞĂƐĞƐ͘������

�����

� �����
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D�d�Z/�>^��E��D�d,K�^�����

�ĂĐƚĞƌŝĂů�ƐƚƌĂŝŶƐ͕�ƉůĂƐŵŝĚƐ�ĂŶĚ�ƉƌŝŵĞƌƐ�����

^ƚƌĂŝŶƐ͕�ƉůĂƐŵŝĚƐ�ĂŶĚ�ƉƌŝŵĞƌƐ�ĂƌĞ�ůŝƐƚĞĚ�ŝŶ�dĂďůĞ�^ϭ͕�dĂďůĞ�^Ϯ͕�ĂŶĚ�dĂďůĞ�^ϯ͕�ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͘�����

�����

�ƵůƚƵƌĞ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ�����

�ƐĐŚĞƌŝĐŚŝĂ� ĐŽůŝ� ƐƚƌĂŝŶƐ� ^ƚĞůůĂƌdD� ;dĂŬĂƌĂ� ďŝŽͿ� ǁĞƌĞ� ŐƌŽǁŶ� Ăƚ� ϯϳȗ�� ŝŶ� >ƵƌŝĂͲ�ĞƌƚŝŶŝ� ;>�Ϳ� ŵĞĚŝƵŵ�����

;�ŝĨĐŽͿ� Žƌ� ŽŶ� >�� ĂŐĂƌ� ;ZŽƚŚͿ� ƉůĂƚĞƐ� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ� ŬĂŶĂŵǇĐŝŶ� ;ϱϬ� ʅŐͬŵ>Ϳ͕� ŚǇŐƌŽŵǇĐŝŶ� ;ϮϬϬ�����

ђŐͬŵ>Ϳ�Žƌ�ǌĞŽĐŝŶ�;ϱϬ�ʅŐͬŵ>Ϳ͕�ǁŚĞŶ�ƌĞƋƵŝƌĞĚ͘�^ŵŽŽƚŚ�;^Ϳ�ĂŶĚ�ƌŽƵŐŚ�;ZͿ�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ƐƵďƐƉ͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ��/WϭϬϰϱϯϲd� ;ϱϯͿ�ĂŶĚ�ƌĞůĂƚĞĚ�ŵƵƚĂŶƚƐ�ǁĞƌĞ�ŐƌŽǁŶ�Ăƚ�ϯϳ�Σ�� ŝŶ�DŝĚĚůĞďƌŽŽŬ�ϳ,ϵ�����

ďƌŽƚŚ� ;��� �ŝĨĐŽͿ� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ� ǁŝƚŚ� ϭϬй� ŽůĞŝĐ� ĂĐŝĚ͕� ĂůďƵŵŝŶ͕� ĚĞǆƚƌŽƐĞ͕� ĐĂƚĂůĂƐĞ� ;K��������

ĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚͿ͕� Ϭ͘Ϯй� ŐůǇĐĞƌŽů� ĂŶĚ� Ϭ͘ϬϮϱй� dǇůŽǆĂƉŽů� ;^ŝŐŵĂͲ�ůĚƌŝĐŚͿ� ͖� DƵĞůůĞƌ� ,ŝŶƚŽŶ� ďƌŽƚŚ�����

;DŝůůŝƉŽƌĞͿ�͖�ŝŶ�^ĂƵƚŽŶ�ůŝƋƵŝĚ�ŵĞĚŝƵŵ�;ϰ�Őͬ>�ĂƐƉĂƌĂŐŝŶĞ͕�Ϭ͘ϱ�Őͬ>�<Ϯ,WKϰ͕�Ϭ͘ϱ�Őͬ>�DŐ^Kϰ͕�ϮŐͬ>�ĐŝƚƌŝĐ�����

ĂĐŝĚ͕�ϲϬ�Őͬ>�ŐůǇĐĞƌŽů͕�Ϭ͘Ϭϱ�Őͬ>� ĨĞƌƌŝĐ�ĂŵŵŽŶŝƵŵ�ĐŝƚƌĂƚĞ͕�Ϭ͘ϬϬϬϮй��Ŷ^Kϰ͕�ĂĚũƵƐƚĞĚ� ƚŽ�Ɖ,�ϳ͘Ϯ�ǁŝƚŚ�����

EĂK,Ϳ� ͖� ŽŶ�DŝĚĚůĞďƌŽŽŬ� ϳ,ϭϬ� ĂŐĂƌ� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ� K���� ;ϳ,ϭϬK���Ϳ� Žƌ� ŽŶ� >�� ĂŐĂƌ� ;ZŽƚŚͿ�����

ƉůĂƚĞƐ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�ƚŚĞ�ĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞ�ĂŶƚŝďŝŽƚŝĐƐ͘�tŚĞŶ�ƌĞƋƵŝƌĞĚ�ŬĂŶĂŵǇĐŝŶ�;ϮϱϬ�ʅŐͬŵ>Ϳ͕�ŚǇŐƌŽŵǇĐŝŶ�����

;ϭ� ŵŐͬŵ>Ϳ� Žƌ� ǌĞŽĐŝŶ� ;Ϯϱ� ʅŐͬŵ>Ϳ� Žƌ� ǀĂƌŝŽƵƐ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ� ŽĨ� ĂŶŚǇĚƌŽƚĞƚƌĂĐǇĐůŝŶĞ� ;�dĐ͖� ^ŝŐŵĂͲ����

�ůĚƌŝĐŚͿ�;Ϭ͕�ϱϬ͕�ϭϬϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ͕�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ�ǁĞƌĞ�ĂĚĚĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�ĐƵůƚƵƌĞ�ŵĞĚŝĂ͘�����

�����

�ŽŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�dĞƚͲK&&�ĚĞƌŝǀĞĚ�ǀĞĐƚŽƌƐ�����

dŽ�ĐŽŶƚƌŽů�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŽĨ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕�ǁĞ�ĂĚĂƉƚĞĚ�Ă�ƌĞƉƌĞƐƐŝďůĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ǀĞĐƚŽƌ�ďĂƐĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞ�����

dĞƚͲK&&� ƐǇƐƚĞŵ͕� ƌĞƉŽƌƚĞĚ� ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ� ;Ϯϯ͕� ϮϱͿ͘� Ɖ�Eϰϭ�Ͳdϯϴ^ϯϴ� ĂŶĚ� Ɖ�EϭϮ�ͲWϳϲϲ� ƉůĂƐŵŝĚƐ�ǁĞƌĞ�����

ŬŝŶĚůǇ� ƉƌŽǀŝĚĞĚ� �Ǉ� �͘� ^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ� ;�ĚĚŐĞŶĞ� ƉůĂƐŵŝĚ� η� ϵϱϮϰ͖� ŚƚƚƉ͗ͬͬŶϮƚ͘ŶĞƚͬĂĚĚŐĞŶĞ͗ϰϵϱϮϰ͖�����

ZZ/�͗��ĚĚŐĞŶĞͺϰϵϱϮϰͿ͘��ƌŝĞĨůǇ͕�ƚŚĞ�dϯϴ�ƐĞƋƵĞŶĐĞƐ�;ĞŶĐŽĚĞĚ�ďǇ�ƚĞƚZϯϴ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ�Wƚďϯϴ�ƉƌŽŵŽƚĞƌ�����

ƐĞƋƵĞŶĐĞͿ͕� ƚŚĞ� ƚĞƚ� ŽƉĞƌĂƚŽƌ� ƐĞƋƵĞŶĐĞ� ;ƚĞƚKͲϰ�ϱ'Ϳ� ĂŶĚ� ŐĞŶĞƐ� ŽĨ� ŝŶƚĞƌĞƐƚ� ʹ� ŵ�ŚĞƌƌǇ͕� ŵŵƉ>ϯ�����

;D��ͺϰϱϬϴͿ�ĨƵƐĞĚ�ƚŽ�ĂŶ�,�ͲƚĂŐ�ʹ�ǁĞƌĞ�W�ZͲĂŵƉůŝĨŝĞĚ�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ�YϱΠ�,ŝŐŚͲ&ŝĚĞůŝƚǇ��E��WŽůǇŵĞƌĂƐĞ�����

;EĞǁ��ŶŐůĂŶĚ��ŝŽůĂďƐͿ�ƵƐŝŶŐ�Ɖ�EϭϮ�ͲWϳϲϲ͕�Ɖ�Eϰϭ�Ͳdϯϴ^ϯϴ�ĂŶĚ�Ɖ'D�^Ͳŵ�ŚĞƌƌǇ�ƉůĂƐŵŝĚƐ�ĂŶĚ�D͘�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŐĞŶŽŵŝĐ��E��ĂƐ�ƚĞŵƉůĂƚĞƐ͘�WƌŝŵĞƌƐ�ǁĞƌĞ�ĚĞƐŝŐŶĞĚ�ƚŽ�ĂĚĚ�ŝŶƚƌŽĚƵĐĞ�Ă�,�ͲƚĂŐ�Ăƚ�ƚŚĞ�ϯ͛�����

ĞŶĚ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ͘�>ŝŶĞĂƌ�ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ�ǁĞƌĞ�ƉƵƌŝĨŝĞĚ�ŽŶ�ĂŐĂƌŽƐĞ�ŐĞůƐ�;EƵĐůĞŽ^ƉŝŶ�'Ğů�ĂŶĚ�W�Z��ůĞĂŶͲƵƉ͕�����

DĂĐŚĞƌĞǇͲEĂŐĞůͿ͘�&ŽůůŽǁŝŶŐ�ƚŚĞ�ŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞƌ͛Ɛ�ŝŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶƐ͕�/ŶͲ&ƵƐŝŽŶ�^E�W��ƐƐĞŵďůǇ�DĂƐƚĞƌ�Dŝǆ�����



���
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;dĂŬĂƌĂͿ�ƌĞĂĐƚŝŽŶƐ�ǁĞƌĞ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ƚŽ� ŝŶƐĞƌƚ� ƚŚĞƐĞ� ůŝŶĞĂƌ� ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ� ŝŶƚŽ�ƚŚĞ� ŝŶƚĞŐƌĂƚŝǀĞ�ƉDsϯϬϲ�����

;ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ� Ăƚ� ƚŚĞ� Ăƚƚ>ϱ� ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝŽƉŚĂŐĞ� ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ� ƐŝƚĞ� ŝŶ� ƚŚĞ� ŐůǇs� ƚZE�� ŐĞŶĞͿ͘� dŚĞ� ƌĞƐƵůƚŝŶŐ�����

ƉůĂƐŵŝĚƐ�ǁĞƌĞ�ƚƌĂŶƐĨŽƌŵĞĚ� ŝŶƚŽ�^ƚĞůůĂƌdD�ĐŽŵƉĞƚĞŶƚ�ĐĞůůƐ� ;dĂŬĂƌĂ��ŝŽͿ�ƚŚĞŶ�ƉƵƌŝĨŝĞĚ�;EƵĐůĞŽ^ƉŝŶ�����

WůĂƐŵŝĚ͕�DĂĐŚĞƌĞǇͲEĂŐĞůͿ�ĂŶĚ�ǀĞƌŝĨŝĞĚ�ďǇ�ƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ͘�WůĂƐŵŝĚƐ�ǁĞƌĞ�ƚŚĞŶ�ĞůĞĐƚƌŽƉŽƌĂƚĞĚ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�����

D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�^�ĂŶĚͬŽƌ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚƐ͘�dŽ�ŵŽŶŝƚŽƌ�ƚŚĞ�ďĂĐƚĞƌŝĂ� ŝŶ�ǀŝǀŽ͕�ŐƌĞĞŶ�ǀĞƌƐŝŽŶƐ�ŽĨ�ƚŚĞ�ƌĞƐƵůƚŝŶŐ�����

ƉůĂƐŵŝĚƐ� ǁĞƌĞ� ŐĞŶĞƌĂƚĞĚ� ďǇ� ĂĚĚŝŶŐ� ƚŚĞ� ŵtĂƐĂďŝ� ĐŽĚŝŶŐ� ƐĞƋƵĞŶĐĞ� ƵŶĚĞƌ� ƚŚĞ� ĐŽŶƚƌŽů� ŽĨ� ƚŚĞ�����

ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ� WůĞĨƚΎ� ƉƌŽŵŽƚĞƌ� ƵƐŝŶŐ� ƚŚĞ� WĐŝ/� ĂŶĚ� yďĂ/� ƌĞƐƚƌŝĐƚŝŽŶ� ƐŝƚĞƐ͘� dŚĞ� WůĞĨƚΎ� ĞůĞŵĞŶƚ� ŝƐ� Ă�����

ĚĞƌŝǀĂƚŝǀĞ� ĨƌŽŵ� ƚŚĞ�WůĞĨƚ� ƉƌŽŵŽƚĞƌ� ĨƌŽŵ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝŽƉŚĂŐĞ� >ϱ� ;ϱϰͿ� ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ� Ă� ƌŝďŽƐŽŵĂů�����

ďŝŶĚŝŶŐ�ƐŝƚĞ�ƚŚĂƚ�ŝŶĐƌĞĂƐĞƐ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ůĞǀĞůƐ�;ϮϳͿ͘�����

'ĞŶĞƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ĂŶ�ŵŵƉ>ϯ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚƐ�����

dŚĞ� ĂĚĚŝƚŝŽŶĂů� ĐŽƉǇ�ŽĨ�ŵŵƉ>ϯ� ;ƵŶĚĞƌ� ƚŚĞ� ĐŽŶƚƌŽů� ŽĨ� ƚŚĞ� dĞƚͲK&&� ƐǇƐƚĞŵ͕� ĚĞƐĐƌŝďĞĚ� ĂďŽǀĞͿ�ǁĂƐ�����

ĨŝƌƐƚ� ĐŚĞĐŬĞĚ� ŝŶ� ƚŚĞ� ǁŝůĚͲƚǇƉĞ� ^� ƐƚƌĂŝŶ� ďǇ� tĞƐƚĞƌŶ� ďůŽƚƚŝŶŐ͕� ƚĂŬŝŶŐ� ĂĚǀĂŶƚĂŐĞ� ŽĨ� ƚŚĞ� ,�ͲƚĂŐ͘�����

hŶŵĂƌŬĞĚ� ĚĞůĞƚŝŽŶ� ŽĨ� ƚŚĞ� ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ�ŵŵƉ>ϯ� ŐĞŶĞ� ǁĂƐ� ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ� ŝŶ� ƚŚĞ� ŵĞƌŽĚŝƉůŽŝĚ� ƐƚƌĂŝŶ�����

ƵƐŝŶŐ�ƐƚƌĂƚĞŐǇ�ĚĞǀĞůŽƉĞĚ�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�;ϱϱͿ͘��ƌŝĞĨůǇ͕�ƚŚĞ�ƉhyϭͲŬĂƚ'ͲŵŵƉ>ϯ�ǁĂƐ�ĚĞƐŝŐŶĞĚ�ƚŽ�ŐĞŶĞƌĂƚĞ�����

ĂŶ� ƵŶŵĂƌŬĞĚ� ĚĞůĞƚŝŽŶ� ŽĨ� ϮϵϴϮ� ďƉ� ;ϵϵ͘ϮйͿ� ŽĨ� ƚŚĞ� ŽƉĞŶ� ƌĞĂĚŝŶŐ� ĨƌĂŵĞ͘� �ĨƚĞƌ� ƚŚĞ� ƚǁŽ� ƐƚĞƉƐ� ŽĨ�����

ƐĞůĞĐƚŝŽŶ� ŽĨ� ƚŚĞ� ŚŽŵŽůŽŐŽƵƐ� ƌĞĐŽŵďŝŶĂƚŝŽŶ� ĞǀĞŶƚƐ͕� ƚŚĞ��E�� ũƵŶĐƚŝŽŶƐ�ǁĞƌĞ� W�Z� ĂŵƉůŝĨŝĞĚ� ĂŶĚ�����

ƐĞƋƵĞŶĐĞĚ�ƚŽ�ĐŽŶĨŝƌŵ�ƚŚĞ�ƉƌŽƉĞƌ�ŐĞŶŽƚǇƉĞ�ŽĨ�ƚŚĞ�ŵƵƚĂŶƚƐ�ƵƐŝŶŐ�ƉƌŝŵĞƌƐ�ůŝƐƚĞĚ�ŝŶ�dĂďůĞ�^ϯ�ĂŶĚ�ƚŽ�����

ǀĂůŝĚĂƚĞ�ƚŚĞ�ŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ�^�∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ͘�tŚŝůĞ�ƚŚŝƐ�ƐƚƌĂƚĞŐǇ�ĨĂŝůĞĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƌŽƵŐŚ�ŵŽƌƉŚŽƚǇƉĞ͕�ƚŚĞ�Z�����

∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů� ŵƵƚĂŶƚ� ǁĂƐ� ŽďƚĂŝŶĞĚ� ďǇ� ĚĞůĞƚŝŶŐ� ƚŚĞ�ŵŵƉ>ϰď� ŐĞŶĞ� ;D��ͺϰϭϭϱĐͿ� ŝŶ� ^�����

∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ�ƉhyϭͲŬĂƚ'ͲŵŵƉ>ϰď͘�dŚĞ�ƵŶŵĂƌŬĞĚ�ĚĞůĞƚŝŽŶ�ŽĨ�ϮϵϮϱ�ďƉ�;ϵϴ͘ϳйͿ�ŽĨ�ƚŚĞ�ŽƉĞŶ�����

ƌĞĂĚŝŶŐ� ĨƌĂŵĞ� ŽĨ� ŵŵƉ>ϰď� ǁĂƐ� ĐŽŶĨŝƌŵĞĚ� ďǇ� W�Z� ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ� ĂŶĚ� ƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ͘� dŚƵƐ͕� ƚŚĞ� Z�����

∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ŐĞŶŽƚǇƉĞ�ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚƐ�ƚŽ�^�∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ͕�∆ŵŵƉ>ϰď͘�����

�����

'ƌŽǁƚŚ�ĐƵƌǀĞƐ�����

WŽƚĞŶƚŝĂů� ĐǇƚŽƚŽǆŝĐŝƚǇ� ŽĨ� �dĐ� ŽŶ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ǁĂƐ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ� ĂƐ� ĨŽůůŽǁƐ͘� WƌĞͲĐƵůƚƵƌĞƐ� ŝŶ�����

ĞǆƉŽŶĞŶƚŝĂů�ƉŚĂƐĞ�ǁĞƌĞ�ĚŝůƵƚĞĚ�ƚŽ�ƌĞĂĐŚ�ĂŶ�ŽƉƚŝĐĂů�ĚĞŶƐŝƚǇ�Ăƚ�ϱϵϱ�Ŷŵ�;K�ϱϵϱͿ�ŽĨ�Ϭ͘Ϭϱ�ŝŶ�ϭϱ�ŵ>�ŽĨ�����

ϳ,ϵ�ďƌŽƚŚ�ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ϭϬй�K���͕�Ϭ͘Ϯй�ŐůǇĐĞƌŽů�ĂŶĚ�Ϭ͘ϬϮϱй�dǇůŽǆĂƉŽů͕�ĂŶĚ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�Ă�����

ƌĂŶŐĞ� ŽĨ� �dĐ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ͘� �ƵůƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ� ŝŶĐƵďĂƚĞĚ� Ăƚ� ϯϳ� Σ�� ƵŶĚĞƌ� ĂŐŝƚĂƚŝŽŶ� ;ϴϬ� ƌƉŵͿ͘�K�ϱϵϱ�����

ŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ�ǁĞƌĞ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ŽŶ�Ă�ĚĂŝůǇ�ďĂƐŝƐ�ĨŽƌ�ϯ�ĚĂǇƐ͘�����



���
�

WƌĞͲĐƵůƚƵƌĞƐ�ŽĨ�ƚŚĞ�∆ŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ŵƵƚĂŶƚƐ�ŝŶ�ĞǆƉŽŶĞŶƚŝĂů�ƉŚĂƐĞ�ǁĞƌĞ�ĚŝůƵƚĞĚ�ŝŶ�DƵĞůůĞƌͲ,ŝŶƚŽŶ�ďƌŽƚŚ�����

ŵĞĚŝƵŵ�ƚŽ�ƌĞĂĐŚ�ĂŶ�ŝŶŝƚŝĂů�K�ϱϵϱ�ŽĨ�Ϭ͘Ϭϭ�ĂŶĚ�ĚŝƐƉĞŶƐĞĚ�ŝŶ�ϵϲͲǁĞůů�ŵŝĐƌŽƚŝƚĞƌ�ƉůĂƚĞƐ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�����

ŽĨ� ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ��dĐ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�;ϮϬϬ�ђ>ͬǁĞůůͿ͘�WůĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ� ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ǁŝƚŚŽƵƚ�ĂŐŝƚĂƚŝŽŶ�����

ĂŶĚ�ŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ�ǁĞƌĞ�ƚĂŬĞŶ�ŽŶ�Ă�ĚĂŝůǇ�ďĂƐŝƐ�ƵƐŝŶŐ�Ă�ƐƉĞĐƚƌŽƉŚŽƚŽŵĞƚĞƌ�ŵƵůƚŝŵŽĚĞ�ŵŝĐƌŽƉůĂƚĞ�����

ƌĞĂĚĞƌ�;dĞĐĂŶ�^ƉĂƌŬ�ϭϬD͖�dĞĐĂŶ�'ƌŽƵƉ�>ƚĚ͕͘�^ǁŝƚǌĞƌůĂŶĚͿ͘�����

�����

�ŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵ�ŵŽĚĞů�����

D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ǁĞƌĞ�ƉƌŽĚƵĐĞĚ�ďĂƐĞĚ�ŽŶ�Ă�ƌĞĐĞŶƚůǇ��ĚĞǀĞůŽƉĞĚ�ŵĞƚŚŽĚ�;ϰϮͿ͘�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ĐƵůƚƵƌĞƐ� ǁĞƌĞ� ŐƌŽǁŶ� ŝŶ� DŝĚĚůĞďƌŽŽŬ� ϳ,ϵ� ďƌŽƚŚ� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ� ǁŝƚŚ� K���͕� Ϭ͘Ϯй� ŐůǇĐĞƌŽů� ĂŶĚ�����

ƚǇůŽǆĂƉŽů�;Ϭ͘ϬϮϱйͿ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ĂŶĚ�ϭϬϬ�ƌƉŵ�ĨŽƌ�ϳϮ�ŚƌƐ͘��ƵůƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ�ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĞĚ�Ăƚ�ϯ͕ϱϬϬ�ƌƉŵ�ĨŽƌ�ϱ�����

ŵŝŶ͕�ǁĂƐŚĞĚ�ƚǁŽ�ƚŝŵĞƐ�ǁŝƚŚ�ƐƚĞƌŝůĞ�ƉŚŽƐƉŚĂƚĞ�ďƵĨĨĞƌ�ƐĂůŝŶĞ�;W�^Ϳ�ĂŶĚ�ƚŚĞŶ�ĚŝůƵƚĞĚ�ƚŽ�ĂŶ�K��ŽĨ�Ϭ͘ϱ�����

;Εϭ͘ϱпϭϬϴ� ĐŽůŽŶǇͲĨŽƌŵŝŶŐ� ƵŶŝƚƐ� ;�&hͿͬŵ>Ϳ͘� �ƵƚŽĐůĂǀĞĚ� ďůĂĐŬ͕� ƉŽůǇĐĂƌďŽŶĂƚĞ� ŵĞŵďƌĂŶĞƐ�����

;ĚŝĂŵĞƚĞƌ͕� Ϯϱ� ŵŵ͖� ƉŽƌĞ� ƐŝǌĞ� Ϭ͘Ϯ� ђŵ͕�tŚĂƚŵĂŶ͕� DĞƌĐŬ͕� �ĂƌŵƐƚĂĚƚ͕� 'ĞƌŵĂŶǇͿ� ǁĞƌĞ� ƉůĂĐĞĚ� ŽŶ�����

ϳ,ϭϬK���� ĂŶĚ� ŝŶŽĐƵůĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ� ϮϬ� ђ>� ŽĨ� ƚŚĞ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶ͘� dŚĞ� ŵĞŵďƌĂŶĞͲƐƵƉƉŽƌƚĞĚ�����

ďŝŽĨŝůŵƐ�ǁĞƌĞ�ƐƚĂƚŝĐĂůůǇ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�ĨŽƌ�ϰϴ�ŚƌƐ�Ăƚ�ϯϳ�Σ�͕�ƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚ�ŽŶƚŽ�ĨƌĞƐŚ�ϳ,ϭϬK����ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�����

ĂŶĚ��dĐ�;ϱϬ͕�ϭϬϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ͕�ϭ͕ϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ�ĂŶĚ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ĨŽƌ�ĂŶ�ĂĚĚŝƚŝŽŶĂů�ϳ�ĚĂǇƐ͘��ǀĞƌǇ�Ϯϰ�����

ŚƌƐ͕�ƚŚĞ�ŵĞŵďƌĂŶĞͲƐƵƉƉŽƌƚĞĚ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ǁĞƌĞ�ŝŵĂŐĞĚ�ĂŶĚ�ƉƌŽĐĞƐƐĞĚ�ƵƐŝŶŐ�Ă�ďŝŶŽĐƵůĂƌ�;��/^^��ǆŝŽ�����

�ŽŽŵ͘sϭϲ͕��ĞŝƐƐ͕�'ĞƌŵĂŶǇͿ�ĞƋƵŝƉƉĞĚ�ǁŝƚŚ�Ă�ůŝŐŚƚŝŶŐ�ĚĞǀŝĐĞ�;�ĞŝƐƐ�,yW�ϮϬϬ���ĞŝƐƐ͕�'ĞƌŵĂŶǇͿ�Ăƚ�ϳп�����

ǌŽŽŵ͕�ĚĞƚĞĐƚŝŶŐ�ŵtĂƐĂďŝ�ĂŶĚ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ͘�KŶ�ďŝŽĨŝůŵ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ƉŝĐƚƵƌĞƐ͕�Ă�ƐƚƌĂŝŐŚƚ�����

ůŝŶĞ�ǁĂƐ�ĚƌĂǁŶ�;ĐŽǀĞƌŝŶŐ�Ăůů�ƚŚĞ�ĚŝĂŵĞƚĞƌ�ŽĨ�ƚŚĞ�ďŝŽĨŝůŵͿ�ĂŶĚ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŽĨ�ĞĂĐŚ�ƉŝǆĞů�����

ǁĂƐ�ƌĞƚƌŝĞǀĞĚ�ƚŽ�ĚƌĂǁ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ƐƉĞĐƚƌĂ�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ���E�Ϯ�ƐŽĨƚǁĂƌĞ�;�ůƵĞ��ĚŝƚŝŽŶͿ͘�����

�DŵƉ>ϯ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů� ŵƵƚĂŶƚ� ďŝŽĨŝůŵƐ� ǁĞƌĞ� ƋƵĂŶƚŝĨŝĞĚ� ďǇ� �&h� ĐŽƵŶƚŝŶŐ� ĂĨƚĞƌ� ƚĂŬŝŶŐ� ƉŝĐƚƵƌĞƐ͘�����

�ĂĐŚ� ŵĞŵďƌĂŶĞͲƐƵƉƉŽƌƚĞĚ� ďŝŽĨŝůŵ� ǁĂƐ� ƉƌŽĐĞƐƐĞĚ� ĨŽƌ� ƋƵĂŶƚŝĨǇŝŶŐ� ƚŚĞ� ŶƵŵďĞƌ� ŽĨ� �&h� ƉĞƌ�����

ŵĞŵďƌĂŶĞ�Ăƚ�ĚĂǇ�ϳ͘��ŝŽĨŝůŵƐ�ǁĞƌĞ�ƌĞŵŽǀĞĚ�ĨƌŽŵ�ƚŚĞ�ƉůĂƚĞƐ�ǁŝƚŚ�ƐƚĞƌŝůĞ�ĐůĂŵƉƐ͕�ĚĞƉŽƐŝƚĞĚ�ŝŶ�Ă�ϱϬͲ����

ŵ>�ƚƵďĞ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�ϭϬ�ŵ>�W�^�ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ�Ϭ͘ϬϮϱй�ƚǇůŽǆĂƉŽů�ĂŶĚ�Ă�ŵŝǆƚƵƌĞ�ŽĨ�ϱͲŵŵͲ�ĂŶĚ�����

ϭͲŵŵͲĚŝĂŵĞƚĞƌ�ŐůĂƐƐ�ďĞĂĚƐ͕�ǀŽƌƚĞǆĞĚ�ĨŽƌ�ϭϱ�Ɛ�ĂŶĚ�ƐŽŶŝĐĂƚĞĚ�ŽŶĐĞ�ĨŽƌ�ƚŚĞ�^�ǀĂƌŝĂŶƚ�ĂŶĚ�ƚǁŝĐĞ�ĨŽƌ�����

ƚŚĞ�Z�ǀĂƌŝĂŶƚ͘�dŚĞ�ƌĞƐƵůƚŝŶŐ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶ�ǁĂƐ�ĚŝůƵƚĞĚ�ŝŶ�Ă�ϭϬͲĨŽůĚ�ďĂŶŬ�ĚŝůƵƚŝŽŶ�ĂŶĚ�ƉůĂƚĞĚ�����

ŽŶ�>��ĂŐĂƌ͘�WůĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ĨŽƌ�ϰ�ĚĂǇƐ�ƉƌŝŽƌ�ƚŽ��&h�ĐŽƵŶƚŝŶŐ͘�����

�����



���
�

tĞƐƚĞƌŶ�ďůŽƚƚŝŶŐ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ĐƵůƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ�ŐƌŽǁŶ�ŝŶ�^ĂƵƚŽŶ͛Ɛ�ďƌŽƚŚ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�ƚǇůŽǆĂƉŽů�;Ϭ͘ϬϮϱйͿ�ĂŶĚ�ƚƌĞĂƚĞĚ�Žƌ�����

ŶŽƚ�ǁŝƚŚ��dĐ͘��ĂĐƚĞƌŝĂ�ǁĞƌĞ�ŚĂƌǀĞƐƚĞĚ͕�ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĞĚ�ĨŽƌ�ϭϬ�ŵŝŶ�Ăƚ�ϯ͕ϬϬϬ�Ő�Ăƚ�ϰ�Σ�͕�ƌĞƐƵƐƉĞŶĚĞĚ�ŝŶ�����

ĐŽůĚ�W�^�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�ƉƌŽƚĞĂƐĞ�ŝŶŚŝďŝƚŽƌ�ĐŽĐŬƚĂŝů�;^ŝŐŵĂͲ�ůĚƌŝĐŚͿ͘��ĂĐƚĞƌŝĂ�ǁĞƌĞ�ůǇƐĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ĂĚĚŝƚŝŽŶ�����

ŽĨ�ϭ�ŵŵͲĚŝĂŵĞƚĞƌ�ŐůĂƐƐ�ďĞĂĚƐ� ĨŽůůŽǁĞĚ�ďǇ� ĨŽƵƌ� ƚŝŵĞƐ�ϲϬ�Ɛ�ĐǇĐůĞƐ�ƉƵůƐĞƐ�Ăƚ� ĨƵůů� ƐƉĞĞĚ� ŝŶ�Ă�ďĞĂĚͲ����

ďĞĂƚĞƌ�ĚĞǀŝĐĞ�;DŝǆĞƌ�Dŝůů�DD�ϯϬϭ͕�ZĞƚƐĐŚͿ͘�dŚĞ�ůǇƐĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ�ĐŽůůĞĐƚĞĚ�ĂŶĚ�ƉƌŽƚĞŝŶ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�����

ĂƐƐĞƐƐĞĚ� ƵƐŝŶŐ� ƚŚĞ� ���� WƌŽƚĞŝŶ� �ƐƐĂǇ� ZĞĂŐĞŶƚ� Ŭŝƚ� ;dŚĞƌŵŽ&ŝƐŚĞƌ� ^ĐŝĞŶƚŝĨŝĐͿ͕� ĂĐĐŽƌĚŝŶŐ� ƚŽ� ƚŚĞ�����

ŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞƌ͛Ɛ�ŝŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶƐ͘��ƋƵĂů�ĂŵŽƵŶƚƐ�ŽĨ�ƉƌŽƚĞŝŶƐ�;ϭϬ�ђŐͿ�ǁĞƌĞ�ƐĞƉĂƌĂƚĞĚ�ďǇ�ϭϬй�^�^ͲW�'������

ĂŶĚ� ƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚ� ƚŽ� Ă� Ws�&� ŵĞŵďƌĂŶĞ� ;/ŵŵŽďŝůŽŶΠͲW͕� DĞƌĐŬ� DŝůůŝƉŽƌĞͿ͘� WƌŽƚĞŝŶ� ĚĞƚĞĐƚŝŽŶ� ǁĂƐ�����

ĚŽŶĞ� ƵƐŝŶŐ� ƌĂƚ� ĂŶƚŝͲ,�� ;ϭ͗ϱ͕ϬϬϬ� ĚŝůƵƚŝŽŶͿ� ĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ� Žƌ� ŵŽƵƐĞ� ŵŽŶŽĐůŽŶĂů� ĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ� ϯϮͬϭϱ͕�����

ƌĞĐŽŐŶŝǌŝŶŐ�ƚŚĞ��Őϴϱ�ĐŽŵƉůĞǆ͕�;ϭ͗ϭϬ�ĚŝůƵƚŝŽŶͿ�;ϱϲͿ͘�DĞŵďƌĂŶĞƐ�ǁĞƌĞ�ƚŚĞŶ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ĂŶƚŝͲƌĂƚ�����

Žƌ�ĂŶƚŝͲŵŽƵƐĞ�ƐĞĐŽŶĚĂƌǇ�ĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ�ĐŽŶũƵŐĂƚĞĚ�ƚŽ�,ZW�;ϭ͗ϱ͕ϬϬϬͿ͘�^ŝŐŶĂůƐ�ǁĞƌĞ�ĚĞƚĞĐƚĞĚ�ƵƐŝŶŐ�,ZW�����

ƌĞĂĐƚŝŽŶ�;^ƵƉĞƌ^ŝŐŶĂů�tĞƐƚ�&ĞŵƚŽ͕�dŚĞƌŵŽ&ŝƐŚĞƌ�^ĐŝĞŶƚŝĨŝĐͿ�ŽŶ�Ă��ŚĞŵŝ�ŽĐ�DW�ƐǇƐƚĞŵ�;�ŝŽͲZĂĚͿ͘�����

�����

tŚŽůĞ�ĐĞůů�ƌĂĚŝŽůĂďĞůůŝŶŐ�ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ�ĂŶĚ�ůŝƉŝĚ�ĂŶĂůǇƐŝƐ�����

dŽ�ǀŝƐƵĂůŝǌĞ�ƚŚĞ��dĐͲŝŶĚƵĐĞĚ�ĐŚĂŶŐĞƐ�ŽŶ�ƚŚĞ�ůŝƉŝĚ�ƉƌŽĨŝůĞ͕�ĐƵůƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ�ŝŶŽĐƵůĂƚĞĚ�Ăƚ�K�сϬ͘Ϭϭ�ŝŶ�����

ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�ŽĨ��dĐ�Žƌ�ůĞĨƚ�ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ�ĨŽƌ�ϳϮ�ŚƌƐ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ƵŶĚĞƌ�ŐĞŶƚůĞ�����

ĂŐŝƚĂƚŝŽŶ� ;ϭϬϬ� ƌƉŵͿ͘� �Ɛ� Ă� ĐŽŶƚƌŽů͕� ĐƵůƚƵƌĞƐ� ǁĞƌĞ� ĂůƐŽ� ƚƌĞĂƚĞĚ� ĨŽƌ� ϭ� Śƌ� ǁŝƚŚ� ƚŚĞ� ŝŶĚŽůĞͲϮͲ����

ĐĂƌďŽǆĂŵŝĚĞ� ĐŽŵƉŽƵŶĚ� ϭϮ� ;ϯϮͿ͘� ^ƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕� ŵĞƚĂďŽůŝĐ� ůĂďĞůůŝŶŐ� ŽĨ� ůŝƉŝĚƐ� ǁĂƐ� ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ� ďǇ�����

ĂĚĚŝŶŐ� ϭ� ʅ�ŝͬŵ>� ŽĨ� ϭϰ�ĂĐĞƚĂƚĞ� ;ϱϲ� ŵ�ŝͬŵŵŽůͿ� ĨŽƌ� ĂŶ� ĂĚĚŝƚŝŽŶĂů� Ϯ� ŚƌƐ� Ăƚ� ϯϳ� Σ�͘� �ĞůůƐ� ǁĞƌĞ�����

ŚĂƌǀĞƐƚĞĚ͕�ĚĞůŝƉŝĚĂƚĞĚ�ĂŶĚ�ĨƵƌƚŚĞƌ�ƉƌŽĐĞƐƐĞĚ�ƚŽ�ĂŶĂůǇǌĞ�ƚŚĞ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�ůŝƉŝĚ�ĨƌĂĐƚŝŽŶƐ͕�ĂƐ�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�����

ƌĞƉŽƌƚĞĚ�;ϯϮͿ͘�dŚĞ�ĂƉŽůĂƌ�ůŝƉŝĚ�ĨƌĂĐƚŝŽŶ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�d�D�ǁĂƐ�ƐĞƉĂƌĂƚĞĚ�ŽŶ�Ă�ŽŶĞͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂů�ƚŚŝŶ�����

ůĂǇĞƌ� ĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ� ;d>�Ϳ� ƉůĂƚĞ� ƵƐŝŶŐ� ĐŚůŽƌŽĨŽƌŵͬŵĞƚŚĂŶŽůͬǁĂƚĞƌ� ;ϰϬ͗ϴ͗ϭ͕� ǀͬǀͬǀͿ͘� �ĞůŝƉŝĚĂƚĞĚ�����

ĐĞůůƐ� ǁĞƌĞ� ĨƵƌƚŚĞƌ� ƉƌŽĐĞƐƐĞĚ� ƚŽ� ĞǆƚƌĂĐƚ� ƚŚĞ� ŵǇĐŽůŝĐ� ĂĐŝĚƐ͕� ĂŶĂůǇǌĞĚ� ďǇ� d>�� ƵƐŝŶŐ� ƉĞƚƌŽůĞƵŵ�����

ĞƚŚĞƌͬĂĐĞƚŽŶĞ�;ϵϱ͗ϱ͕�ǀͬǀͿ�ĂŶĚ�ĞǆƉŽƐĞĚ�ƚŽ�ƌĞǀĞĂů�ϭϰ�ͲůĂďĞůĞĚ�ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ŵĞƚŚǇů�ĞƐƚĞƌƐ�;D�D�ƐͿ͘�����

������

�ĞďƌĂĨŝƐŚ�ŵĂŝŶƚĞŶĂŶĐĞ�����

�ĞďƌĂĨŝƐŚ�;�ĂŶŝŽ�ƌĞƌŝŽͿ�ǁĞƌĞ�ŬĞƉƚ�ĂŶĚ�ŚĂŶĚůĞĚ�ŝŶ�ĐŽŵƉůŝĂŶĐĞ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ�ŐƵŝĚĞůŝŶĞƐ�ŽĨ�ƚŚĞ��ƵƌŽƉĞĂŶ�����

hŶŝŽŶ�ĨŽƌ�ŚĂŶĚůŝŶŐ� ůĂďŽƌĂƚŽƌǇ�ĂŶŝŵĂůƐ�ĂŶĚ�ĂƉƉƌŽǀĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ��ŝƌĞĐƚŝŽŶ�^ĂŶŝƚĂŝƌĞ�Ğƚ�sĠƚĠƌŝŶĂŝƌĞ�ĚĞ�����



���
�

ů͛,ĠƌĂƵůƚ� ĨŽƌ� ƚŚĞ� ��&/yͲ�Z�D� ǌĞďƌĂĨŝƐŚ� ĨĂĐŝůŝƚǇ� ;DŽŶƚƉĞůůŝĞƌͿ� ;ƌĞŐŝƐƚƌĂƚŝŽŶ� ŶƵŵďĞƌ� �ͲϯϰͲϭϳϮͲϯϵͿ͘�����

,ĂŶĚůŝŶŐ� ĂŶĚ� ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ� ǁĞƌĞ� ĂƉƉƌŽǀĞĚ� ďǇ� ͞ůĞ� ŵŝŶŝƐƚğƌĞ� ĚĞ� ů͛ĞŶƐĞŝŐŶĞŵĞŶƚ� ƐƵƉĠƌŝĞƵƌ͕� ĚĞ� ůĂ�����

ƌĞĐŚĞƌĐŚĞ� Ğƚ� ĚĞ� ů͛ŝŶŶŽǀĂƚŝŽŶ͟� ƵŶĚĞƌ� ƚŚĞ� ƌĞĨĞƌĞŶĐĞ� �W�&/^ηϮϰϰϬϲͲϮϬϮϬϬϮϮϴϭϱϮϯϰϲϳϳ� sϯ͘�����

�ǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ�ǁĞƌĞ�ĐŽŶĚƵĐƚĞĚ�ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ŐŽůĚĞŶ�ŵƵƚĂŶƚƐ� ;ϱϳͿ͕� ƌĂŝƐĞĚ� ŝŶ� ƚŚĞ���&/yͲ�Z�D�����

ǌĞďƌĂĨŝƐŚ� ĨĂĐŝůŝƚǇ� ĂŶĚ� ŬĞƉƚ� ŽŶ� Ă� ϭϮͬϭϮ� ŚŽƵƌƐ� ůŝŐŚƚͬĚĂƌŬ� ĐǇĐůĞ͘� �ŐŐƐ� ǁĞƌĞ� ŽďƚĂŝŶĞĚ� ďǇ� ŶĂƚƵƌĂů�����

ƐƉĂǁŶŝŶŐ͕�ƋƵŝĐŬůǇ�ďůĞĂĐŚĞĚ�ĂŶĚ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�Ăƚ�Ϯϴ͘ϱ�Σ��ŝŶ�WĞƚƌŝ�ĚŝƐŚĞƐ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ��ϯ�ŵĞĚŝƵŵ�;ϱ�ŵD�����

EĂ�ů͕�Ϭ͘ϭϳ�ŵD�<�ů͕�Ϭ͘ϯϯ�ŵD��Ă�ůϮ͕�Ϭ͘ϯϯ�ŵD�DŐ^KϰͿ͘�����

�����

�dĐ�ƚŽǆŝĐŝƚǇ�ĂƐƐĂǇ�ŝŶ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ĞŵďƌǇŽƐ�����

dŽ� ĂƐƐĞƐƐ� ƚŚĞ� ƚŽǆŝĐŝƚǇ� ŽĨ� �dĐ� ŝŶ� ǌĞďƌĂĨŝƐŚ͕� Ϯ� ĚƉĨ� ĞŵďƌǇŽƐ� ǁĞƌĞ� ŝŶũĞĐƚĞĚ� ŝŶƚƌĂǀĞŶŽƵƐůǇ� ǁŝƚŚ� ĂŶ�����

ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐ�ĚŽƐĞ�ŽĨ��dĐ�ƌĂŶŐŝŶŐ�ĨƌŽŵ�ϭ�ŶŐ�ƚŽ�ϭϬϬ�ŶŐ�;ŶсϮϬ�ĞŵďƌǇŽƐͬĚŽƐĞͿ͘��ŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ƉůĂĐĞĚ�����

ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůůǇ� ŝŶ� ϰϴͲǁĞůů� ƉůĂƚĞƐ� ĂŶĚ� ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ� ĚĂŝůǇ� ĨŽƌ� ϭϭ� ĚĂǇƐ͘� �ůŝŶŝĐĂů� ƐŝŐŶƐ� ŽĨ� ƚŽǆŝĐŝƚǇ� ǁĞƌĞ�����

ĞǆĂŵŝŶĞĚ�ĂŶĚ�ƋƵĂŶƚŝĨŝĞĚ�ďĂƐĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞ�ĨŽůůŽǁŝŶŐ�ĐƌŝƚĞƌŝĂ͗��ĚĞŵĂ͕�ǇŽůŬ�ŽƉĂĐŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͕�Ɛǁŝŵ�ďůĂĚĚĞƌ�����

ŝŶĨůĂƚŝŽŶ͕� ďĞŶƚ� ďŽĚǇ͕� ŚĞĂƌƚďĞĂƚ͕� ďůŽŽĚ� ĨůŽǁ� ĂŶĚ� ƌĞƐƉŽŶƐĞ� ƚŽ� ƐƚŝŵƵůŝ͕� ĞĂĐŚ� ƐĐŽƌĞĚ� ĨƌŽŵ� Ϭ� ƚŽ� Ϯ�����

;ϬсĂďƐĞŶĐĞ͕�ϭсŵŝůĚ͕�ϮсƐĞǀĞƌĞͿ͕� ǇŝĞůĚŝŶŐ�Ă�ĚŝƐĞĂƐĞ� ƐĐŽƌĞ� ƌĂŶŐŝŶŐ� ĨƌŽŵ�Ϭ� ;ŶŽ� ƚŽǆŝĐŝƚǇͿ� ƚŽ�ϭϰ� ;ĚĞĂĚ�����

ĞŵďƌǇŽͿ�;dĂďůĞ�^ϰͿ͘�dŚĞ�ĚŽƐĞ�ŽĨ�ϭϬ�ŶŐ�ǁĂƐ�ĐŚŽƐĞŶ�ĨŽƌ�ĨƵƌƚŚĞƌ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ͘�����

�����

�ĞďƌĂĨŝƐŚ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�����

�ƚ�Ϯϰ�ŚŽƵƌƐ�ƉŽƐƚͲĨĞƌƚŝůŝǌĂƚŝŽŶ�;ŚƉĨͿ͕�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ĚĞĐŚŽƌŝŽŶĂƚĞĚ�ŵĂŶƵĂůůǇ�ǁŝƚŚ�ĨŝŶĞ�ƚǁĞĞǌĞƌƐ�ĂŶĚ�����

ƉůĂĐĞĚ�ŝŶ�ϲϬ�ŵŵ�WĞƚƌŝ�ĚŝƐŚĞƐ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ��ϯ�Ăƚ�Ϯϴ͘ϱ�Σ�͘��ƚ�ϯϬ�ŚƉĨ͕�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ĂŶĞƐƚŚĞƚŝǌĞĚ�ǁŝƚŚ�����

Ϭ͘ϬϮй� ďƵĨĨĞƌĞĚ� D^ϮϮϮ� ;dƌŝĐĂŝŶĞ͖� ĞƚŚǇůͲϯͲĂŵŝŶŽďĞŶǌŽĂƚĞ� ŵĞƚŚĂŶĞƐƵůĨŽŶĂƚĞ� ƐĂůƚͿ� ĂŶĚ� ƉůĂĐĞĚ� ŝŶ�����

ϭ͘ϱй�ĂŐĂƌŽƐĞ�ƉůĂƚĞƐ�ŵŽůĚĞĚ�ǁŝƚŚ�Ϭ͘ϳ�ŵŵ�ƐůŽƚƐ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ��ϯ�ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ�Ϭ͘ϬϮй�ďƵĨĨĞƌĞĚ�����

D^ϮϮϮ͘��ŽƌŽƐŝůŝĐĂƚĞ�ŐůĂƐƐ�ĐĂƉŝůůĂƌŝĞƐ�;K͘�͘сϭ�ŵŵ͖�/͘�͘сϬ͘ϳϴ�ŵŵ͖�ϭϬ�Đŵ�ůĞŶŐƚŚͿ�ǁĞƌĞ�ƉƵůůĞĚ�ƵƐŝŶŐ�Ă�����

ŵŝĐƌŽƉŝƉĞƚƚĞ�ƉƵůůĞƌ�;^ƵƚƚĞƌ�ŝŶƐƚƌƵŵĞŶƚƐ�WͲϵϳͿ͘�EĞĞĚůĞƐ�ǁĞƌĞ�ŽƉĞŶĞĚ�ǁŝƚŚ�ĨŝŶĞ�ĨŽƌĐĞƉƐ�ĂŶĚ�ůŽĂĚĞĚ�����

ǁŝƚŚ� ϱ� ʅ>� ŽĨ� ƚŚĞ� ĚĞƐŝƌĞĚ� ŝŶŽĐƵůƵŵ� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ� ǁŝƚŚ� Ϭ͘Ϭϱй� ƉŚĞŶŽů� ƌĞĚ� ĨŽƌ� ŵŝĐƌŽŝŶũĞĐƚŝŽŶ�����

ǀŝƐƵĂůŝǌĂƚŝŽŶ͘�DŝĐƌŽŝŶũĞĐƚŝŽŶ�ǁĂƐ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ĂƐ�ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ�ĚĞƐĐƌŝďĞĚ�;ϳ͕�ϯϵͿ͘��ŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ŝŶũĞĐƚĞĚ�����

ŝŶ�ƚŚĞ�ĐĂƵĚĂů�ǀĞŝŶ�ǁŝƚŚ�ϭ͘ϱ�Ŷ>�ŽĨ�ĞŝƚŚĞƌ�ƚŚĞ�Z�ȴŵŵƉ>ϯ͗͗Đ�ƉƌĞƉĂƌĂƚŝŽŶ�;ϯϱϱ�ц�ϭϴ��&hͿ�Žƌ�ƚŚĞ�W�^�����

ĐŽŶƚƌŽů͘� /ŶũĞĐƚĞĚ� ĞŵďƌǇŽƐ� ǁĞƌĞ� ƚŚĞŶ� ƌŝŶƐĞĚ� ƚǁŝĐĞ� ĂŶĚ� ƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚ� ŝŶ� ϲϬ� ŵŵ� ƐŵĂůů� WĞƚƌŝ� ĚŝƐŚ�����
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ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�ĞŵďƌǇŽ�ŵĞĚŝĂ�Ăƚ�Ϯϴ͘ϱ�Σ�͘� /ŶŽĐƵůƵŵ�ǁĂƐ�ĐŚĞĐŬĞĚ�Ă�ƉŽƐƚĞƌŝŽƌŝ�ďǇ�ŵŝĐƌŽŝŶũĞĐƚŝŶŐ�Ă�W�^�����

ĚƌŽƉ�ĂŶĚ�ƉůĂƚŝŶŐ�ŝƚ�ŽŶ�ϳ,ϭϬK���͘�����

�����

�ĞďƌĂĨŝƐŚ��dĐ�ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�����

dŽ� ƌĞƉƌĞƐƐ� ƚŚĞ� ĂĐƚŝǀŝƚǇ� ŽĨ� ƚŚĞ� dĞƚͲK&&� ƉƌŽŵŽƚĞƌ� ƵƉŽŶ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ͕� ŚĂůĨ� ŽĨ� ƚŚĞ� ĞŵďƌǇŽƐ� ĨƌŽŵ�ďŽƚŚ�����

ŐƌŽƵƉƐ�;ĐŽŶƚƌŽů�ĂŶĚ�ŝŶĨĞĐƚĞĚͿ�ǁĞƌĞ�ŝŶũĞĐƚĞĚ�Ăƚ�ϭ�ĚĂǇ�ƉŽƐƚͲŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�;ĚƉŝͿ�ŝŶƚƌĂǀĞŶŽƵƐůǇ�ǁŝƚŚ�ϭϬ�ŶŐ�����

ŽĨ��dĐ�;ϰ�Ŷ>�ŽĨ�Ă�Ϯ͘ϱ�ŵŐͬŵ>�ƐŽůƵƚŝŽŶ�ŝŶ�W�^Ϳ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ŽƚŚĞƌ�ŚĂůĨ�ǁŝƚŚ�ƚŚĞ�W�^�ĐŽŶƚƌŽů͘��ŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�����

ƌŝŶƐĞĚ� ƚǁŝĐĞ� ĂŶĚ� ƌĂŶĚŽŵŝǌĞĚ� ŽǀĞƌ� ƐƵƌǀŝǀĂů� ĂƐƐĂǇƐ͕� �&h� ĐŽƵŶƚƐ� ĂŶĚ� ŝŵĂŐŝŶŐ� ŝŶ� ϰϴͲǁĞůů� ƉůĂƚĞƐ�����

ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůůǇ͘�&Žƌ�ƐƵƌǀŝǀĂů�ĂƐƐĂǇƐ͕�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ�ĚĂŝůǇ� ĨŽƌ�ϭϭ�ĚĂǇƐ� ;ŶсϮϰ�ƉĞƌ�ŐƌŽƵƉ�ƉĞƌ�����

ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚͿ͘�/Ŷ�ƚŚĞ�ĂďƐĞŶĐĞ�ŽĨ�Ă�ŚĞĂƌƚ�ďĞĂƚ�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ŵĂƌŬĞĚ�ĂƐ�ĚĞĂĚ͘�dŽ�ƋƵĂŶƚŝĨǇ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�����

ďƵƌĚĞŶ�Ăƚ�Ϯ�ĚƉŝͲϭ�ĚĂǇ�ƉŽƐƚͲƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�;ĚƉƚͿ͕�ϯĚƉŝͲϮĚƉƚ�ĂŶĚ�ϰĚƉŝͲϱĚƉƚ͕�ϱ�ĞŵďƌǇŽƐ�ĨƌŽŵ�ĞĂĐŚ�ŐƌŽƵƉ�����

ǁĞƌĞ� ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůůǇ�ĚŝƐƌƵƉƚĞĚ� ŝŶ�ϱϬ�ʅ>�ŽĨ�W�^� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ�Ϭ͘ϬϮϱй�ŽĨ� ƚǇůŽǆĂƉŽů�ƵƐŝŶŐ�ƉĞůůĞƚ�����

ƉĞƐƚůĞƐ͘�>ǇƐĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ�ŵŝǆĞĚ�ǀŝŐŽƌŽƵƐůǇ�ǁŝƚŚ�ϱϬ�ʅ>�ŽĨ�W�^�Ϯй�dƌŝƚŽŶͲyͲϭϬϬ͕�ƐŽŶŝĐĂƚĞĚ�ĨŽƌ�ϯϬ�Ɛ�ĂŶĚ�����

ůĞĨƚ� ĨŽƌ� ϱ� ŵŝŶ� Ăƚ� ƌŽŽŵ� ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ͘� ϭϬ� ʅ>� ŽĨ� ϭϬͲĨŽůĚ� ƐĞƌŝĂů� ĚŝůƵƚŝŽŶƐ� ǁĞƌĞ� ƉůĂƚĞĚ� ŽŶ� >�� ĂŐĂƌ�����

ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ǌĞŽĐŝŶ�;ϱϬ�ʅŐͬŵ>Ϳ�ĂŶĚ�ƌŝĨĂŵƉŝĐŝŶ�;ϭϱ�ʅŐͬŵ>Ϳ͘�WůĂƚĞƐ�ǁĞƌĞ�ŬĞƉƚ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ĨŽƌ�ϯ�����

ĚĂǇƐ�ƵŶƚŝů�ĐŽůŽŶŝĞƐ�ǁĞƌĞ�ĐŽƵŶƚĂďůĞ͘�����

�����

&ůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇ�ŝŵĂŐŝŶŐ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ĐƵůƚƵƌĞƐ�;K�ϲϬϬсϬ͘ϱͿ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ƉƌŽƚĞŝŶƐ�ǁĞƌĞ�ƚĞŶͲĨŽůĚ�ĚŝůƵƚĞĚ�ĂŶĚ�ϯ�ђ>�����

ŽĨ�ĞĂĐŚ�ĚŝůƵƚŝŽŶ�ǁĞƌĞ�ƐƉŽƚƚĞĚ�ŽŶ�>��ĂŐĂƌ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�Žƌ�ŶŽƚ��dĐ�ĂŶĚ�ǁĞƌĞ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�ĨŽƌ�ϯ�ĚĂǇƐ�Ăƚ�����

ϯϳ�Σ�͘�WŝĐƚƵƌĞƐ�ŽĨ�ďĂĐƚĞƌŝĂů�ƐƉŽƚƐ�ĂŶĚ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ƉƌŽƚĞŝŶƐ�ǁĞƌĞ�ƚĂŬĞŶ�ƵƐŝŶŐ�Ă�����

ďŝŶŽĐƵůĂƌ�;��/^^��ǆŝŽ��ŽŽŵ͘sϭϲͿ�ĞƋƵŝƉƉĞĚ�ǁŝƚŚ�Ă�ůŝŐŚƚŝŶŐ�ĚĞǀŝĐĞ�;�ĞŝƐƐ�,yW�ϮϬϬ���ĞŝƐƐͿ�Ăƚ�ϳп�ǌŽŽŵ�����

ĚĞƚĞĐƚŝŶŐ� ƚŚĞ� ŐƌĞĞŶ� ;ŵtĂƐĂďŝͿ� ĂŶĚ� ƌĞĚ� ;ŵ�ŚĞƌƌǇͿ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ƵƐŝŶŐ� ��E� Ϯ� ;�ůƵĞ� �ĚŝƚŝŽŶͿ�����

ƐŽĨƚǁĂƌĞ͘�����

&Žƌ� ǌĞďƌĂĨŝƐŚ� ŝŵĂŐŝŶŐ͕�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ�ĂŶĞƐƚŚĞƚŝǌĞĚ�ǁŝƚŚ�Ϭ͘ϬϮй�ďƵĨĨĞƌĞĚ�D^ϮϮϮ�ĂŶĚ� ŝŵŵŽďŝůŝǌĞĚ�����

ǁŝƚŚ� Ϭ͘ϱй� ůŽǁ� ŵĞůƚŝŶŐ� ĂŐĂƌŽƐĞ� ŝŶ� Ă� ůĂƚĞƌĂů� ƉŽƐŝƚŝŽŶ� ŝŶ� ƚŚĞ� ŵŝĐƌŽŝŶũĞĐƚŝŽŶ� ŵŽůĚƐ͘� /ŵĂŐĞƐ� ǁĞƌĞ�����

ĂĐƋƵŝƌĞĚ�ǁŝƚŚ�ĂŶ��sK^Ρ�DϳϬϬϬ� /ŵĂŐŝŶŐ�^ǇƐƚĞŵ�ĞǀĞƌǇ�Ϯϰ�ŚƌƐ�ƉŽƐƚͲ�dĐ� ŝŶũĞĐƚŝŽŶ� ĨŽƌ�ϯ�ĚĂǇƐ�ǁŝƚŚ�����

ƚŚĞ�KůǇŵƉƵƐΡ�Ϯy�KďũĞĐƚŝǀĞ�WůĂŶ�ƉŽ�Ϭ͘Ϭϴ�E��ĂŶĚ�ƚŚĞ���sK^�ϭϬǆ�KďũĞĐƚŝǀĞ�Ϭ͘ϯE��ƵƐŝŶŐ�ƚŚĞ��sK^Ρ�����
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>ŝŐŚƚ��ƵďĞ͕�'&W�Ϯ͘Ϭ͘��ĨƚĞƌ� ŝŵĂŐŝŶŐ͕�ĞŵďƌǇŽƐ�ǁĞƌĞ� ƌŝŶƐĞĚ�ĂŶĚ� ƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚ�ďĂĐŬ� ƚŚĞ�ϰϴͲǁĞůů�ƉůĂƚĞ�����

ǁŝƚŚ�ĨƌĞƐŚ��ϯ͘�/ŵĂŐĞ�ƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐ�ǁĂƐ�ĚŽŶĞ�ƵƐŝŶŐ���/^^���Eϯ͘ϳ�ƐŽĨƚǁĂƌĞ͘������

^ƚĂƚŝƐƚŝĐĂů�ĂŶĂůǇƐĞƐ�����

�ůů�ĂŶĂůǇƐĞƐ�ǁĞƌĞ�ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ�ƵƐŝŶŐ�Z�;Z��ŽƌĞ�dĞĂŵ͕�ϮϬϭϳͿ�ǁŝƚŚ�Z�ĐŽŵŵĂŶĚĞƌ�;ϱϴʹϲϬͿ�Žƌ�'ƌĂƉŚWĂĚ�����

WƌŝƐŵ�ǀĞƌƐŝŽŶ�ϵ͘Ϭ͘Ϭ� ĨŽƌ�tŝŶĚŽǁƐ� ;'ƌĂƉŚWĂĚ�^ŽĨƚǁĂƌĞ͕� ^ĂŶ��ŝĞŐŽ͕��ĂůŝĨŽƌŶŝĂ͕�hŶŝƚĞĚ�^ƚĂƚĞƐͿ͘� dŚĞ�����

ŶŽƌŵĂůŝƚǇ�ŽĨ�ĚĂƚĂ�ǁĂƐ�ĞǀĂůƵĂƚĞĚ�ƵƐŝŶŐ�Ă�^ŚĂƉŝƌŽͲtŝůŬ� ƚĞƐƚ͘��ĞƐĐƌŝƉƚŝǀĞ�ĚĂƚĂ�ĂƌĞ�ĐŝƚĞĚ�ĂƐ�ŵĞĚŝĂŶ�����

ĂŶĚ� ŝŶƚĞƌƋƵĂƌƚŝůĞ� ƌĂŶŐĞ� ŝŶ� ĐĂƐĞ� ŽĨ� ŶŽŶͲŶŽƌŵĂů� ĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ� ĨŽƌ� ĞĂĐŚ� ŽĨ� ƚŚĞ� ǀĂƌŝĂďůĞƐ� ǁĞƌĞ�����

ĐĂůĐƵůĂƚĞĚ͘� ^ƉĞĂƌŵĂŶΖƐ� ƌĂŶŬ� ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ� ĐŽĞĨĨŝĐŝĞŶƚ� ;ʌͿ� ǁĂƐ� ĐĂůĐƵůĂƚĞĚ� ƚŽ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ� ƉŽƚĞŶƚŝĂů�����

ƌĞůĂƚŝŽŶƐŚŝƉƐ�ďĞƚǁĞĞŶ�ƚŚĞ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�ŽĨ��dĐ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ĞǀĂůƵĂƚĞĚ�ǀĂƌŝĂďůĞƐ�ĨƌŽŵ�ĞĂĐŚ�����

ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚ͘�&Žƌ�ĂďƐŽůƵƚĞ�ǀĂůƵĞƐ�ŽĨ�ʌ͕�ϬͲϬ͘ϭϵ�ŝƐ�ƌĞŐĂƌĚĞĚ�ĂƐ�ǀĞƌǇ�ǁĞĂŬ͕�Ϭ͘ϮʹϬ͘ϯϵ�ĂƐ�ǁĞĂŬ͕�Ϭ͘ϰϬʹϬ͘ϱϵ�����

ĂƐ�ŵŽĚĞƌĂƚĞ͕�Ϭ͘ϲʹϬ͘ϳϵ�ĂƐ�ƐƚƌŽŶŐ�ĂŶĚ�Ϭ͘ϴʹϭ�ĂƐ�ǀĞƌǇ�ƐƚƌŽŶŐ�ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶ͘�����

�ĞďƌĂĨŝƐŚ� ƐƵƌǀŝǀĂů� ĂƐƐĂǇƐ� ĂƌĞ� ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĞĚ� ŝŶ� <ĂƉůĂŶͲDĞŝĞƌ� ŐƌĂƉŚƐ� ĂŶĚ� ĂŶĂůǇƐĞĚ�ǁŝƚŚ� Ă� >ŽŐ� ƌĂŶŬ�����

ƚĞƐƚ͘� &Žƌ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĂƚŝŽŶ� ŽĨ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ĐŽƵŶƚƐ͕� �&h� ǁĞƌĞ� ůŽŐϭϬ� ƚƌĂŶƐĨŽƌŵĞĚ� ĂŶĚ� ƚŚĞ� ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶĐĞ�����

ďĞƚǁĞĞŶ�ŵƵůƚŝƉůĞ� ƐĞůĞĐƚĞĚ� ŐƌŽƵƉƐ�ǁĂƐ� ĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ� ƵƐŝŶŐ� ŽŶĞͲǁĂǇ��EKs��ǁŝƚŚ� aŝĚĄŬ͛Ɛ�DƵůƚŝƉůĞ�����

�ŽŵƉĂƌŝƐŽŶƐ�ƚĞƐƚ�ĂĨƚĞƌ�ǀĂůŝĚĂƚŝŶŐ�ƚŚĞ�ŶŽƌŵĂůŝƚǇ�ŽĨ�ƚŚĞ�ĚĂƚĂ͘���ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶĐĞ�ůĞǀĞů�Ă�ƉƌŝŽƌŝ�ǁĂƐ�ƐĞƚ�Ăƚ�����

ɲരсരϬ͘Ϭϱ͘� ^ŝŐŶŝĨŝĐĂŶĐĞ� ŝƐ� ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ�ĂƐ͗�ŶƐ͕� ŶŽŶͲƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚ͖�Ύ� Ɖ�ф�Ϭ͘Ϭϱ͖� ΎΎ�Ɖ�ф�Ϭ͘Ϭϭ͖� ΎΎΎ�Ɖ�ф�Ϭ͘ϬϬϭ͖�����

ΎΎΎΎ�Ɖ�ф�Ϭ͘ϬϬϬϭ�ƵŶůĞƐƐ�ƐƚĂƚĞĚ�ŽƚŚĞƌǁŝƐĞ�ŝŶ�ƚŚĞ�ĨŝŐƵƌĞ͛Ɛ�ůĞŐĞŶĚ͘�����

�����

��d���s�/>��/>/dz�����

�ůů�ĚĂƚĂ�ŐĞŶĞƌĂƚĞ�ŝŶ�ƚŚŝƐ�ƐƚƵĚǇ�ĂƌĞ�ĂǀĂŝďůĂďůĞ�ƵƉŽŶ�ƌĞƋƵĞƐƚ͘�����

�����

��<EKt>��'D�Ed^�����

dŚŝƐ�ƉƌŽũĞĐƚ�ŚĂƐ�ďĞĞŶ� ĨƵŶĚĞĚ�ďǇ� ƚŚĞ�&ƌĞŶĐŚ�EĂƚŝŽŶĂů�ZĞƐĞĂƌĐŚ��ŐĞŶĐǇ� ŝƐ� ƐƵƉƉŽƌƚĞĚ�ďǇ� ƚŚĞ��EZ�����

ŐƌĂŶƚƐ� ϭϵͲ��ϭϱͲϬϬϭϮͲϬϭ� ;^hE>/s�Ϳ� ĂŶĚ� ϮϬͲ��ϰϰͲϬϬϭϵ� ;/>/ŽŵĞͿ� ĂŶĚ� ďǇ� ƚŚĞ� &ŽŶĚĂƚŝŽŶ� ƉŽƵƌ� ůĂ�����

ZĞĐŚĞƌĐŚĞ� DĠĚŝĐĂůĞ� ;�ƋƵŝƉĞ� &ZD� �YhϮϬϮϭϬϯϬϭϮϱϴϴͿ͘� tĞ� ĂĐŬŶŽǁůĞĚŐĞ� ƚŚĞ� DŝŶŝƐƚğƌĞ� ĚĞ�����

ů͛�ŶƐĞŝŐŶĞŵĞŶƚ�^ƵƉĠƌŝĞƵƌ͕�ĚĞ�ůĂ�ZĞĐŚĞƌĐŚĞ�Ğƚ�ĚĞ�ů͛/ŶŶŽǀĂƚŝŽŶ�ĨŽƌ�ĨƵŶĚŝŶŐ�ƚŚĞ�WŚ��ŽĨ�D�͘�tĞ�ĂƌĞ�����

ŐƌĂƚĞĨƵů�ƚŽ�D͘�WůĂǇƐ͕�W͘�ZŝĐŚĂƌĚ�ĂŶĚ��͘�,ĂŵĞůĂ�ĨŽƌ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ŚƵƐďĂŶĚƌǇ�ĂŶĚ�ǁŽƵůĚ�ůŝŬĞ�ƚŽ�ƚŚĂŶŬ��͘�����

^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ�ĨŽƌ�ƚŚĞ�ŐĞŶĞƌŽƵƐ�ŐŝĨƚ�ŽĨ�ƉůĂƐŵŝĚƐ�ĂŶĚ�t͘��ĂŚĞƌ�ĨŽƌ�ŚĞůƉĨƵů�ĚŝƐĐƵƐƐŝŽŶƐ͘�����

�����



���
�

�KE&>/�d�K&�/Ed�Z�^d�����

dŚĞ�ĂƵƚŚŽƌƐ�ƌĞƉŽƌƚ�ƚŚĞƌĞ�ĂƌĞ�ŶŽ�ĐŽŵƉĞƚŝŶŐ�ŝŶƚĞƌĞƐƚƐ�ƚŽ�ĚĞĐůĂƌĞ͘�����

Z�&�Z�E��^�����

ϭ͘�� :ŽŚĂŶƐĞŶ� D�͕� ,ĞƌƌŵĂŶŶ� :Ͳ>͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϮϬ͘� EŽŶͲƚƵďĞƌĐƵůŽƵƐ� ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ� ĂŶĚ� ƚŚĞ� ƌŝƐĞ� ŽĨ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�EĂƚ�ZĞǀ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϴ͗ϯϵϮʹϰϬϳ͘�����

Ϯ͘�� �ƐƚŚĞƌ� �Z͕� �ƐƐĞƌŵĂŶ� ��͕� 'ŝůůŝŐĂŶ� W͕� <Ğƌƌ� �͕� EŽŽŶĞ� W'͘� ϮϬϭϬ͘� �ŚƌŽŶŝĐ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ĂŶĚ�ůƵŶŐ�ĨƵŶĐƚŝŽŶ�ĚĞĐůŝŶĞ�ŝŶ�ĐǇƐƚŝĐ�ĨŝďƌŽƐŝƐ͘�:��ǇƐƚ�&ŝďƌŽƐ�ϵ͗ϭϭϳʹϭϮϯ͘�����

ϯ͘�� DĂƌƚŝŶƐ�E͕�ZŽĚƌŝŐƵĞƐ��&͘�ϮϬϮϬ͘��ŝŽŵĂƚĞƌŝĂůͲƌĞůĂƚĞĚ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͘�:��ůŝŶ�DĞĚ�ϵ͗ϳϮϮ͘�����

ϰ͘�� �ƐƚĞďĂŶ�:͕�'ĂƌĐşĂͲ�ŽĐĂ�D͘�ϮϬϭϴ͘�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ďŝŽĨŝůŵƐ͘�&ƌŽŶƚ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϴ͗Ϯϲϱϭ͘�����

ϱ͘�� ,ƵŶƚͲ^ĞƌƌĂĐŝŶ� ��͕� WĂƌŬƐ� �:͕� �Žůů� :͕� �ŽƵƚƚĞ� ��͘� ϮϬϭϵ͘�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĐĞůůƐ� ŚĂǀĞ� ĂůƚĞƌĞĚ�����

ĂŶƚŝďŝŽƚŝĐ� ƚŽůĞƌĂŶĐĞ� ĂŶĚ� ƐƵƌĨĂĐĞ� ŐůǇĐŽůŝƉŝĚƐ� ŝŶ� ĂƌƚŝĨŝĐŝĂů� ĐǇƐƚŝĐ� ĨŝďƌŽƐŝƐ� ƐƉƵƚƵŵ� ŵĞĚŝƵŵ͘� �ŶƚŝŵŝĐƌŽď�����

�ŐĞŶƚƐ��ŚĞŵŽƚŚĞƌ�ϲϯ͗ĞϬϮϰϴϴͲϭϴ͘�����

ϲ͘�� :ŽŚŶƐŽŶ�>Z͘�ϮϬϬϴ͘�DŝĐƌŽĐŽůŽŶǇ�ĂŶĚ�ďŝŽĨŝůŵ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĂƐ�Ă�ƐƵƌǀŝǀĂů�ƐƚƌĂƚĞŐǇ�ĨŽƌ�ďĂĐƚĞƌŝĂ͘�:�dŚĞŽƌ��ŝŽů�����

Ϯϱϭ͗Ϯϰʹϯϰ͘�����

ϳ͘�� �ĞƌŶƵƚ� �͕� ,ĞƌƌŵĂŶŶ� :Ͳ>͕� <ŝƐƐĂ� <͕� �ƵďƌĞŵĞƚǌ� :Ͳ&͕� 'ĂŝůůĂƌĚ� :Ͳ>͕� >ƵƚĨĂůůĂ� '͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϭϰ͘�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĐŽƌĚŝŶŐ�ƉƌĞǀĞŶƚƐ�ƉŚĂŐŽĐǇƚŽƐŝƐ�ĂŶĚ�ƉƌŽŵŽƚĞƐ�ĂďƐĐĞƐƐ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͘�WƌŽĐ�EĂƚů�����

�ĐĂĚ�^Đŝ�h�^���ϭϭϭ͗�ϵϰϯͲϵϱϮ͘�����

ϴ͘�� �ĞƌŶƵƚ��͕�sŝůũŽĞŶ��͕��ƵƉŽŶƚ��͕�^ĂƉƌŝĞů�'͕��ůĂŝƐĞ�D͕��ŽƵĐŚŝĞƌ��͕��ƌŽƐĐŚ�Z͕�ĚĞ��ŚĂƐƚĞůůŝĞƌ��͕�,ĞƌƌŵĂŶŶ�:Ͳ����

>͕�<ƌĞŵĞƌ�>͘�ϮϬϭϲ͘�/ŶƐŝŐŚƚƐ�ŝŶƚŽ�ƚŚĞ�ƐŵŽŽƚŚͲƚŽͲƌŽƵŐŚ�ƚƌĂŶƐŝƚŝŽŶŝŶŐ�ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ďŽůůĞƚŝŝ�ƵŶƌĂǀĞůƐ�����

Ă�ĨƵŶĐƚŝŽŶĂů�dǇƌ�ƌĞƐŝĚƵĞ�ĐŽŶƐĞƌǀĞĚ�ŝŶ�Ăůů�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�DŵƉ>�ĨĂŵŝůǇ�ŵĞŵďĞƌƐ͘�DŽů�DŝĐƌŽďŝŽů�ϵϵ͗ϴϲϲʹ����

ϴϴϯ͘�����

ϵ͘�� �ĂŚĞƌ�t͕�>ĞĐůĞƌĐƋ�>Ͳ�͕� :ŽŚĂŶƐĞŶ�D�͕�,ĂŵĞůĂ��͕�<ĂƌĂŵ�:͕�dƌŝǀĞůůŝ�y͕�EŝŐŽƵ�:͕�'ƵĠƌĂƌĚĞů�z͕�<ƌĞŵĞƌ�>͘�����

ϮϬϮϮ͘�'ůǇĐŽƉĞƉƚŝĚŽůŝƉŝĚ�ŐůǇĐŽƐǇůĂƚŝŽŶ�ĐŽŶƚƌŽůƐ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐ�ĂŶĚ�ƉĂƚŚŽŐĞŶŝĐŝƚǇ�ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘��Ğůů��ŚĞŵ��ŝŽů�Ϯϵ͗ϵϭϬͲϵϮϰ͘Ğϳ͘�����

ϭϬ͘�� 'ƵƚŝĠƌƌĞǌ��s͕�sŝůũŽĞŶ��͕�'ŚŝŐŽ��͕�,ĞƌƌŵĂŶŶ�:Ͳ>͕�<ƌĞŵĞƌ�>͘�ϮϬϭϴ͘�'ůǇĐŽƉĞƉƚŝĚŽůŝƉŝĚƐ͕�Ă�ĚŽƵďůĞͲĞĚŐĞĚ�����

ƐǁŽƌĚ�ŽĨ�ƚŚĞ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĐŽŵƉůĞǆ͘�&ƌŽŶƚ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϵ͗ϭϭϰϱ͘�����



���
�

ϭϭ͘�� ,ŽǁĂƌĚ� ^d͕� ZŚŽĂĚĞƐ� �͕� ZĞĐŚƚ� :͕� WĂŶŐ� y͕� �ůƐƵƉ� �͕� <ŽůƚĞƌ� Z͕� >ǇŽŶƐ� �Z͕� �ǇƌĚ� d&͘� ϮϬϬϲ͘� ^ƉŽŶƚĂŶĞŽƵƐ�����

ƌĞǀĞƌƐŝŽŶ� ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĨƌŽŵ� Ă� ƐŵŽŽƚŚ� ƚŽ� Ă� ƌŽƵŐŚ� ŵŽƌƉŚŽƚǇƉĞ� ŝƐ� ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ� ǁŝƚŚ�����

ƌĞĚƵĐĞĚ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ� ŐůǇĐŽƉĞƉƚŝĚŽůŝƉŝĚ� ĂŶĚ� ƌĞĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ� ŽĨ� ĂŶ� ŝŶǀĂƐŝǀĞ� ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ͘�DŝĐƌŽďŝŽůŽŐǇ�����

ϭϱϮ͗ϭϱϴϭʹϭϱϵϬ͘�����

ϭϮ͘�� �ĂƚŚĞƌŝŶŽƚ��͕��ůĂƌŝƐƐŽƵ�:͕��ƚŝĞŶŶĞ�'͕�ZŝƉŽůů�&͕��ŵŝůĞ� :Ͳ&͕��ĂĨĨĠ�D͕�WĞƌƌŽŶŶĞ��͕�^ŽƵĚĂŝƐ��͕�'ĂŝůůĂƌĚ�:Ͳ>͕�����

ZŽƚƚŵĂŶ�D͘� ϮϬϬϳ͘� ,ǇƉĞƌǀŝƌƵůĞŶĐĞ� ŽĨ� Ă� ƌŽƵŐŚ� ǀĂƌŝĂŶƚ� ŽĨ� ƚŚĞ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ƚǇƉĞ� ƐƚƌĂŝŶ͘�����

/ŶĨĞĐƚ�/ŵŵƵŶ�ϳϱ͗ϭϬϱϱʹϭϬϱϴ͘�����

ϭϯ͘�� �ĂƚŚĞƌŝŶŽƚ��͕�ZŽƵǆ��Ͳ>͕�DĂĐŚĞƌĂƐ��͕�,ƵďĞƌƚ��͕�DĂƚŵĂƌ�D͕��ĂŶŶŚŽĨĨĞƌ�>͕��ŚŝŶĞƚ�d͕�DŽƌĂŶĚ�W͕�WŽǇĂƌƚ�����

�͕� ,ĞǇŵ� �͕� ZŽƚƚŵĂŶ�D͕� 'ĂŝůůĂƌĚ� :Ͳ>͕� ,ĞƌƌŵĂŶŶ� :Ͳ>͘� ϮϬϬϵ͘� �ĐƵƚĞ� ƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇ� ĨĂŝůƵƌĞ� ŝŶǀŽůǀŝŶŐ� ĂŶ� Z�����

ǀĂƌŝĂŶƚ�ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�:��ůŝŶ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϰϳ͗ϮϳϭʹϮϳϰ͘�����

ϭϰ͘�� tƵ�DͲ>͕��ǌŝǌ���͕��ĂƌƚŽŝƐ�s͕��ŝĐŬ�d͘�ϮϬϭϴ͘�EdD�ĚƌƵŐ�ĚŝƐĐŽǀĞƌǇ͗�ƐƚĂƚƵƐ͕�ŐĂƉƐ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ǁĂǇ�ĨŽƌǁĂƌĚ͘��ƌƵŐ�����

�ŝƐĐŽǀ�dŽĚĂǇ�Ϯϯ͗ϭϱϬϮʹϭϱϭϵ͘�����

ϭϱ͘�� 'ĂŶĂƉĂƚŚǇ� h^͕� �ŝĐŬ� d͘� ϮϬϮϮ͘� tŚǇ� ŵĂƚƚĞƌ� ŵĂƚƚĞƌƐ͗� &ĂƐƚͲƚƌĂĐŬŝŶŐ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĚƌƵŐ�����

ĚŝƐĐŽǀĞƌǇ͘�DŽůĞĐƵůĞƐ�Ϯϳ͗ϲϵϰϴ͘�����

ϭϲ͘�� �ƵƉŽŶƚ��͕�sŝůũŽĞŶ��͕��ƵďĂƌ�&͕��ůĂŝƐĞ�D͕��ĞƌŶƵƚ��͕�WĂǁůŝŬ��͕��ŽƵĐŚŝĞƌ��͕��ƌŽƐĐŚ�Z͕�'ƵĠƌĂƌĚĞů�z͕�>ĞůŝğǀƌĞ�����

:͕��ĂůůĞůů�>͕�,ĞƌƌŵĂŶŶ�:Ͳ>͕��ŝŽƚ��͕�<ƌĞŵĞƌ�>͘�ϮϬϭϲ͘���ŶĞǁ�ƉŝƉĞƌŝĚŝŶŽů�ĚĞƌŝǀĂƚŝǀĞ�ƚĂƌŐĞƚŝŶŐ�ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�����

ƚƌĂŶƐƉŽƌƚ�ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�DŽů�DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϬϭ͗ϱϭϱʹϱϮϵ͘�����

ϭϳ͘�� �ŚŝŵƵŬƵĐŚĞ�ED͕�tŝůůŝĂŵƐ�D:͘�ϮϬϮϭ͘�'ĞŶĞƚŝĐ�ŵĂŶŝƉƵůĂƚŝŽŶ�ŽĨ� ŶŽŶͲƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ͘�&ƌŽŶƚ�����

DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϮ͗ϲϯϯϱϭϬ͘�����

ϭϴ͘�� DĞĚũĂŚĞĚ�,͕�ZĞǇƌĂƚ� :ͲD͘�ϮϬϬϵ͘��ŽŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶ�ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĚĞĨŝŶĞĚ�ŐůǇĐŽƉĞƉƚŝĚŽůŝƉŝĚ�����

ŵƵƚĂŶƚƐ͗�ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ�ŽĨ�ŐĞŶĞƚŝĐ�ƚŽŽůƐ͘��ƉƉů��ŶǀŝƌŽŶ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϳϱ͗ϭϯϯϭʹϭϯϯϴ͘�����

ϭϵ͘�� 'ƵƉƚĂ� Z͕� ZŽŚĚĞ� <,͘� ϮϬϮϯ͘� /ŵƉůĞŵĞŶƚĂƚŝŽŶ� ŽĨ� Ă�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů� �Z/^WZŝ� ƉůĂƚĨŽƌŵ� ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ĂŶĚ�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ƚŚĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ�ŽĨ�ĨƚƐ�DĂď͘�dƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�ϭϯϴ͗ϭϬϮϮϵϮ͘�����

ϮϬ͘�� �ŽƌƚĞƐ�D͕�^ŝŶŐŚ��<͕�ZĞǇƌĂƚ�:ͲD͕�'ĂŝůůĂƌĚ�:Ͳ>͕�EĂƐƐŝĨ�y͕�,ĞƌƌŵĂŶŶ�:Ͳ>͘�ϮϬϭϭ͘��ŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�����

ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�WůŽ^�KŶĞ�ϲ͗ĞϮϵϯϬϲ͘�����



���
�

Ϯϭ͘�� �Śƌƚ�^͕�'ƵŽ�ys͕�,ŝĐŬĞǇ��D͕�ZǇŽƵ�D͕�DŽŶƚĞůĞŽŶĞ�D͕�ZŝůĞǇ�>t͕�^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ��͘�ϮϬϬϱ͘��ŽŶƚƌŽůůŝŶŐ�ŐĞŶĞ�����

ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ�ǁŝƚŚ�ĂŶŚǇĚƌŽƚĞƚƌĂĐǇĐůŝŶĞ�ĂŶĚ�dĞƚ�ƌĞƉƌĞƐƐŽƌ͘�EƵĐůĞŝĐ��ĐŝĚƐ�ZĞƐ�ϯϯ͗ĞϮϭ͘�����

ϮϮ͘�� <ůŽƚǌƐĐŚĞ�D͕� �Śƌƚ� ^͕� ^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ� �͘� ϮϬϬϵ͘� /ŵƉƌŽǀĞĚ� ƚĞƚƌĂĐǇĐůŝŶĞ� ƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐ� ĨŽƌ� ŐĞŶĞ� ƐŝůĞŶĐŝŶŐ� ŝŶ�����

ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ͘�EƵĐůĞŝĐ��ĐŝĚƐ�ZĞƐ�ϯϳ͗ϭϳϳϴʹϭϳϴϴ͘�����

Ϯϯ͘�� ^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ��͕��Śƌƚ�^͘�ϮϬϭϰ͘�ZĞŐƵůĂƚĞĚ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ƐǇƐƚĞŵƐ�ĨŽƌ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ�ĂŶĚ�ƚŚĞŝƌ�ĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͘�����

DŝĐƌŽďŝŽů�^ƉĞĐƚƌ�Ϯ͗ŵŐŵϮͲϬϬϭϴʹϮϬϭϯ͘�����

Ϯϰ͘�� 'ĂŶĚŽƚƌĂ�^͕�^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ��͕�DŽŶƚĞůĞŽŶĞ�D͕�,ŝůůĞŶ�t͕��Śƌƚ�^͘�ϮϬϬϳ͘� /Ŷ�ǀŝǀŽ�ŐĞŶĞ�ƐŝůĞŶĐŝŶŐ�ŝĚĞŶƚŝĨŝĞƐ�����

ƚŚĞ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞ�ĂƐ�ĞƐƐĞŶƚŝĂů�ĨŽƌ�ƚŚĞ�ďĂĐƚĞƌŝĂ�ƚŽ�ƉĞƌƐŝƐƚ�ŝŶ�ŵŝĐĞ͘�EĂƚ�DĞĚ�����

ϭϯ͗ϭϱϭϱʹϭϱϮϬ͘�����

Ϯϱ͘�� <ŝŵ�:Ͳ,͕�K͛�ƌŝĞŶ�<D͕�^ŚĂƌŵĂ�Z͕��ŽƐŚŽĨĨ�,/D͕�ZĞŚƌĞŶ�'͕��ŚĂŬƌĂďŽƌƚǇ�^͕�tĂůůĂĐŚ�:�͕�DŽŶƚĞůĞŽŶĞ�D͕�����

tŝůƐŽŶ��:͕��ůĚƌŝĐŚ���͕��ĂƌƌǇ���͕�ZŚĞĞ�<z͕��Śƌƚ�^͕�^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ��͘�ϮϬϭϯ͘���ŐĞŶĞƚŝĐ�ƐƚƌĂƚĞŐǇ�ƚŽ�ŝĚĞŶƚŝĨǇ�����

ƚĂƌŐĞƚƐ� ĨŽƌ� ƚŚĞ� ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ� ŽĨ� ĚƌƵŐƐ� ƚŚĂƚ� ƉƌĞǀĞŶƚ� ďĂĐƚĞƌŝĂů� ƉĞƌƐŝƐƚĞŶĐĞ͘�WƌŽĐ� EĂƚů� �ĐĂĚ� ^Đŝ� h� ^� ������

ϭϭϬ͗ϭϵϬϵϱʹϭϵϭϬϬ͘�����

Ϯϲ͘�� WŽůŝƚŝ� E͕� WĂƐŽƚƚŝ� >͕� �ƵĐĐĂ� ^͕� �ĂƐĂŶŽǀĂ�D͕�DŝĐŽůŝ� '͕� �ƵƐĞůůĂ� �Ğ� �ŶŐĞůŝƐ�D'͕�DĂŐŶŝ� W͘� ϮϬϭϰ͘� ,ĂůĨͲůŝĨĞ�����

ŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ�ŽĨ�ĐŚĞŵŝĐĂů�ŝŶĚƵĐĞƌƐ�ĨŽƌ�ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ�ŐĞŶĞ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘�:��ŝŽů��ŶŐ�ϴ͗ϱ͘�����

Ϯϳ͘�� <ŽůďĞ�<͕��Ğůů���͕�WƌŽƐƐĞƌ�'�͕��ƐƐŵĂŶŶ�D͕�zĂŶŐ�,Ͳ:͕�&ŽƌďĞƐ�,�͕�'ĂůůƵĐĐŝ�^͕�DĂǇĞƌͲ�ĂƌďĞƌ�<�͕��ŽƐŚŽĨĨ�����

,/͕� �ĂƌƌǇ� ///� ��͘� ϮϬϮϬ͘� �ĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ� ĂŶĚ� ŽƉƚŝŵŝǌĂƚŝŽŶ� ŽĨ� ĐŚƌŽŵŽƐŽŵĂůůǇͲŝŶƚĞŐƌĂƚĞĚ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�ƌĞƉŽƌƚĞƌ�ĐŽŶƐƚƌƵĐƚƐ͘�&ƌŽŶƚ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϭ͗ϱϵϭϴϲϲ͘�����

Ϯϴ͘�� �ůĂƌǇ�'͕�^ĂƐŝŶĚƌĂŶ�^:͕�EĞƐďŝƚƚ�E͕�DĂƐŽŶ�>͕��ŽůĞ�^͕��ǌĂĚ��͕�DĐ�ŽǇ�<͕�^ĐŚůĞƐŝŶŐĞƌ�>^͕�,ĂůůͲ^ƚŽŽĚůĞǇ�>͘�����

ϮϬϭϴ͘�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ƐŵŽŽƚŚ�ĂŶĚ�ƌŽƵŐŚ�ŵŽƌƉŚŽƚǇƉĞƐ�ĨŽƌŵ�ĂŶƚŝŵŝĐƌŽďŝĂůͲƚŽůĞƌĂŶƚ�ďŝŽĨŝůŵ�����

ƉŚĞŶŽƚǇƉĞƐ�ďƵƚ�ĂƌĞ�ŬŝůůĞĚ�ďǇ�ĂĐĞƚŝĐ�ĂĐŝĚ͘��ŶƚŝŵŝĐƌŽď��ŐĞŶƚƐ��ŚĞŵŽƚŚĞƌ�ϲϮ͗ĞϬϭϳϴϮͲϭϳ͘�����

Ϯϵ͘�� DĞƌƌŝƚƚ�:,͕�<ĂĚŽƵƌŝ���͕�K͛dŽŽůĞ�'�͘�ϮϬϬϱ͘�'ƌŽǁŝŶŐ�ĂŶĚ�ĂŶĂůǇǌŝŶŐ�ƐƚĂƚŝĐ�ďŝŽĨŝůŵƐ͘��Ƶƌƌ�WƌŽƚŽĐ�DŝĐƌŽďŝŽů�����

�ŚĂƉƚĞƌ�ϭ͗hŶŝƚ�ϭ�͘ϭ͘�����

ϯϬ͘�� �ĞŐŝĂĐŽŵŝ�'͕��ĞŶũĂŬ��͕�DĂĚĂĐŬŝ�:͕��ŽůĚƌŝŶ�&͕�WƌŽǀǀĞĚŝ�Z͕�WĂůƶ�'͕�<ŽƌĚƵůĂŬŽǀĂ�:͕��ŽůĞ�^d͕�DĂŶŐĂŶĞůůŝ�Z͘�����

ϮϬϭϳ͘� �ƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ� ŽĨ� ŵŵƉ>ϯ� ĂŶĚ� ŝŵƉĂĐƚ� ŽĨ� ŝƚƐ� ƐŝůĞŶĐŝŶŐ� ŽŶ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ� ŐĞŶĞ�����

ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘�^Đŝ�ZĞƉ�ϳ͗ϰϯϰϵϱ͘�����
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ϯϭ͘�� sĂƌĞůĂ��͕�ZŝƚƚŵĂŶŶ��͕�^ŝŶŐŚ��͕�<ƌƵŵďĂĐŚ�<͕��ŚĂƚƚ�<͕��ŐŐĞůŝŶŐ�>͕��ĞƐƌĂ�'^͕��ŚĂƚƚ��͘�ϮϬϭϮ͘�DŵƉ>�ŐĞŶĞƐ�����

ĂƌĞ�ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ�ǁŝƚŚ�ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ŵĞƚĂďŽůŝƐŵ�ŝŶ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂ�ĂŶĚ�ĐŽƌǇŶĞďĂĐƚĞƌŝĂ͘��ŚĞŵ��ŝŽů�ϭϵ͗ϰϵϴʹ����

ϱϬϲ͘�����

ϯϮ͘�� <ŽǌŝŬŽǁƐŬŝ��W͕�KŶĂũŽůĞ�K<͕�^ƚĞĐ�:͕��ƵƉŽŶƚ��͕�sŝůũŽĞŶ��͕�ZŝĐŚĂƌĚ�D͕��ŚĂŝƌĂ�d͕�>ƵŶ�^͕��ŝƐŚĂŝ�t͕�ZĂũ�s^͕�����

KƌĚǁĂǇ� �͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϭϳ͘� dĂƌŐĞƚŝŶŐ� ŵǇĐŽůŝĐ� ĂĐŝĚ� ƚƌĂŶƐƉŽƌƚ� ďǇ� ŝŶĚŽůĞͲϮͲĐĂƌďŽǆĂŵŝĚĞƐ� ĨŽƌ� ƚŚĞ�����

ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ�ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͘�:�DĞĚ��ŚĞŵ�ϲϬ͗ϱϴϳϲʹϱϴϴϴ͘�����

ϯϯ͘�� >ŝ� t͕� zĂǌŝĚŝ� �͕� WĂŶĚǇĂ� �E͕� ,ĞŐĚĞ� W͕� dŽŶŐ�t͕� �ĂůĂĚŽ� EŽŐƵĞŝƌĂ� ĚĞ�DŽƵƌĂ� s͕� EŽƌƚŚ� �:͕� ^ǇŐƵƐĐŚ� :͕�����

:ĂĐŬƐŽŶ� D͘� ϮϬϭϴ͘� DŵƉ>ϯ� ĂƐ� Ă� ƚĂƌŐĞƚ� ĨŽƌ� ƚŚĞ� ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ� ŽĨ� ĚƌƵŐͲƌĞƐŝƐƚĂŶƚ� ŶŽŶƚƵďĞƌĐƵůŽƵƐ�����

ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͘�&ƌŽŶƚ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϵ͗ϭϱϰϳ͘�����

ϯϰ͘�� ZĂǇŶĂƵĚ� �͕� �ĂŚĞƌ� t͕� :ŽŚĂŶƐĞŶ� D�͕� ZŽƋƵĞƚͲ�ĂŶğƌĞƐ� &͕� �ůĂŝƐĞ� D͕� KŶĂũŽůĞ� K<͕� <ŽǌŝŬŽǁƐŬŝ� �W͕�����

,ĞƌƌŵĂŶŶ� :Ͳ>͕� �ǌŝĂĚĞŬ� :͕� 'ŽďŝƐ� <͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϮϬ͘� �ĐƚŝǀĞ� ďĞŶǌŝŵŝĚĂǌŽůĞ� ĚĞƌŝǀĂƚŝǀĞƐ� ƚĂƌŐĞƚŝŶŐ� ƚŚĞ�����

DŵƉ>ϯ�ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌ�ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘���^�/ŶĨĞĐƚ��ŝƐ�ϲ͗ϯϮϰʹϯϯϳ͘�����

ϯϱ͘�� ^ĞƚŚŝǇĂ� :W͕� ^ŽǁĂƌĚƐ� D�͕� :ĂĐŬƐŽŶ� D͕� EŽƌƚŚ� �:͘� ϮϬϮϬ͘� DŵƉ>ϯ� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ͗� �� ŶĞǁ� ĂƉƉƌŽĂĐŚ� ƚŽ� ƚƌĞĂƚ�����

ŶŽŶƚƵďĞƌĐƵůŽƵƐ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͘�/Ŷƚ�:�DŽů�^Đŝ�Ϯϭ͗ϲϮϬϮ͘�����

ϯϲ͘�� �ůĐĂƌĂǌ�D͕� �ĚǁĂƌĚƐ� d�͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϮϯ͘� EĞǁ� ƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ� ƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐ� ĨŽƌ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ƉƵůŵŽŶĂƌǇ�ĚŝƐĞĂƐĞƐ�Ͳ�hŶƚĂƉƉŝŶŐ�ƚŚĞ�ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ƉĂƚŚǁĂǇ͘��ǆƉĞƌƚ�ZĞǀ��Ŷƚŝ�/ŶĨĞĐƚ�dŚĞƌ�Ϯϭ͗ϴϭϯͲϴϮϵ͘�����

ϯϳ͘�� 'ƌǌĞŐŽƌǌĞǁŝĐǌ���͕� WŚĂŵ�,͕�'ƵŶĚŝ�s�<�͕� ^ĐŚĞƌŵĂŶ�D^͕�EŽƌƚŚ� �:͕�,ĞƐƐ� d͕� :ŽŶĞƐ�s͕�'ƌƵƉƉŽ�s͕��ŽƌŶ�����

^�D͕� <ŽƌĚƵůĄŬŽǀĄ� :͕� �ŚĂǀĂĚŝ� ^^͕� DŽƌŝƐƐĞĂƵ� �͕� >ĞŶĂĞƌƚƐ� �:͕� >ĞĞ� Z�͕� DĐEĞŝů� DZ͕� :ĂĐŬƐŽŶ� D͘� ϮϬϭϮ͘�����

/ŶŚŝďŝƚŝŽŶ� ŽĨ�ŵǇĐŽůŝĐ� ĂĐŝĚ� ƚƌĂŶƐƉŽƌƚ� ĂĐƌŽƐƐ� ƚŚĞ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ� ƉůĂƐŵĂ�ŵĞŵďƌĂŶĞ͘� EĂƚ�����

�ŚĞŵ��ŝŽů�ϴ͗ϯϯϰʹϯϰϭ͘�����

ϯϴ͘�� �ĞƌŶƵƚ� �͕� ,ĞƌƌŵĂŶŶ� :Ͳ>͕� KƌĚǁĂǇ� �͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϭϳ͘� dŚĞ� ĚŝǀĞƌƐĞ� ĐĞůůƵůĂƌ� ĂŶĚ� ĂŶŝŵĂů� ŵŽĚĞůƐ� ƚŽ�����

ĚĞĐŝƉŚĞƌ� ƚŚĞ� ƉŚǇƐŝŽƉĂƚŚŽůŽŐŝĐĂů� ƚƌĂŝƚƐ� ŽĨ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ͘� &ƌŽŶƚ� �Ğůů� /ŶĨĞĐƚ�����

DŝĐƌŽďŝŽů�ϳ͗ϭϬϬ͘�����

ϯϵ͘�� �ĞƌŶƵƚ��͕��ƵƉŽŶƚ��͕�^ĂŚƵƋƵĞƚ��͕�,ĞƌƌŵĂŶŶ�:Ͳ>͕�>ƵƚĨĂůůĂ�'͕�<ƌĞŵĞƌ�>͘�ϮϬϭϱ͘��ĞĐŝƉŚĞƌŝŶŐ�ĂŶĚ�ŝŵĂŐŝŶŐ�����

ƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐ�ĂŶĚ�ĐŽƌĚŝŶŐ�ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŝŶ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ĞŵďƌǇŽƐ͘�:�sŝƐ��ǆƉ�ϭϬϯ͗�ĞϱϯϭϯϬ͘�����
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ϰϬ͘�� ZŝĨĂƚ� �͕� �ŚĞŶ� >͕� <ƌĞŝƐǁŝƌƚŚ� �E͕� EƵĞƌŵďĞƌŐĞƌ� �>͘� ϮϬϮϭ͘� 'ĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞ� ĞƐƐĞŶƚŝĂůŝƚǇ� ĂŶĂůǇƐŝƐ� ŽĨ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ďǇ� ƐĂƚƵƌĂƚĞĚ� ƚƌĂŶƐƉŽƐŽŶ� ŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐ� ĂŶĚ� ĚĞĞƉ� ƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ͘� ŵ�ŝŽ�����

ϭϮ͗ĞϬϭϬϰϵϮϭ͘�����

ϰϭ͘�� &ĞŶŶĞůůǇ� <W͕�KũĂŶŽͲ�ŝƌĂŝŶ� �͕� zĂŶŐ�Y͕� >ŝƵ� >͕� >Ƶ� >͕� WƌŽŐƵůƐŬĞͲ&Žǆ��͕�tĂŶŐ�'W͕��ŶƚŽŶĞůůŝ� W͕� ^ĐŚƵůƚǌ�'͘�����

ϮϬϭϲ͘� �ŝŽĨŝůŵ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ďǇ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ŝŶ� Ă� ůƵŶŐ� ĐĂǀŝƚǇ͘� �ŵ� :� ZĞƐƉŝƌ� �ƌŝƚ� �ĂƌĞ� DĞĚ�����

ϭϵϯ͗ϲϵϮʹϲϵϯ͘�����

ϰϮ͘�� �ŐƵŝůĞƌĂͲ�ŽƌƌĞĂ� :Ͳ:͕� �ŽƵĚĞŚĞŶ� zͲD͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϮϯ͘� �ŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶ� ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

ĐŽůŽŶǇͲďŝŽĨŝůŵƐ� ďĂƐĞĚ� ŽŶ� ďŝͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂů� ŝŵĂŐĞƐ͘� �ŶƚŝŵŝĐƌŽď� �ŐĞŶƚƐ� �ŚĞŵŽƚŚĞƌ� ĚŽŝ͗�����

ϭϬ͘ϭϭϮϴͬĂĂĐ͘ϬϬϰϬϮͲϮϯ͘������

ϰϯ͘�� �ŶĚĞƌů� :E͕� &ƌĂŶŬůŝŶ� D:͕� ^ƚĞǁĂƌƚ� W^͘� ϮϬϬϬ͘� ZŽůĞ� ŽĨ� ĂŶƚŝďŝŽƚŝĐ� ƉĞŶĞƚƌĂƚŝŽŶ� ůŝŵŝƚĂƚŝŽŶ� ŝŶ� <ůĞďƐŝĞůůĂ�����

ƉŶĞƵŵŽŶŝĂĞ� ďŝŽĨŝůŵ� ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ� ƚŽ� ĂŵƉŝĐŝůůŝŶ� ĂŶĚ� ĐŝƉƌŽĨůŽǆĂĐŝŶ͘� �ŶƚŝŵŝĐƌŽď� �ŐĞŶƚƐ� �ŚĞŵŽƚŚĞƌ�����

ϰϰ͗ϭϴϭϴʹϭϴϮϰ͘�����

ϰϰ͘�� ,Ƶ� y͕� �ŚĂŶŐ� z͕� �ŚĞŶ� �͕� 'ĂŽ� z͕� dĞƉƉĞŶ� �͕� �ŽǇĚ� ^�͕� �ŚĂŶŐ�t͕� dŝĞĚũĞ� :D͕� >ŝ� ,͘� ϮϬϮϯ͘� dĞƚƌĂĐǇĐůŝŶĞ�����

ĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ� ŝŶ� ďŝŽĨŝůŵƐ� ĞŶŚĂŶĐĞƐ� ƚŚĞ� ƐĞůĞĐƚŝŽŶ� ƉƌĞƐƐƵƌĞ� ŽŶ� �ƐĐŚĞƌŝĐŚŝĂ� ĐŽůŝ� ĨŽƌ� ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽĨ�����

ĂŶƚŝďŝŽƚŝĐ�ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ͘�^Đŝ�dŽƚĂů��ŶǀŝƌŽŶ�ϴϱϳ͗ϭϱϵϰϰϭ͘�����

ϰϱ͘�� �ŽŬŝĐ� �͕� WĞƚĞƌƐŽŶ� �͕� �ƌƌŝĞƚĂͲKƌƚŝǌ�D>͕� WĂŶ�D͕� �ŝ�DĂŝŽ� �͕� �ĂůŝŐĂ� E͕� �ŚĂƚƚ� �͘� ϮϬϮϭ͘�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ƉƌŽĚƵĐĞ�ĂŶ�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ�ŵĂƚƌŝǆ�ĂŶĚ�ŚĂǀĞ�Ă�ĚŝƐƚŝŶĐƚ�ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ƉƌŽĨŝůĞ͘��Ğůů�^ƵƌĨ�����

ϳ͗ϭϬϬϬϱϭ͘�����

ϰϲ͘�� �ĞůĂƌĚŝŶĞůůŝ� :D͕�>ŝ�t͕��ǀĂŶǌŝ��͕��ŶŐĂůĂ�^<͕�>ŝĂŶ��͕�tŝĞƌƐŵĂ��:͕�WĂůēĞŬŽǀĄ��͕�DĂƌƚŝŶ�<,͕��ŶŐĂůĂ��͕�ĚĞ�����

DŽƵƌĂ� s�E͕� <ĞƌŶƐ� �͕� :ŽŶĞƐ� s͕� 'ŽŶǌĂůĞǌͲ:ƵĂƌƌĞƌŽ�D͕� �ĂǀŝĚƐŽŶ� ZD͕�EŝĐŬ� :�͕� �ŽƌůĞĞ� �Z͕� :ĂĐŬƐŽŶ�D͘�����

ϮϬϮϭ͘� hŶŝƋƵĞ� ĨĞĂƚƵƌĞƐ� ŽĨ� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ďŝŽĨŝůŵƐ� ĨŽƌŵĞĚ� ŝŶ� ƐǇŶƚŚĞƚŝĐ� ĐǇƐƚŝĐ� ĨŝďƌŽƐŝƐ�����

ŵĞĚŝƵŵ͘�&ƌŽŶƚ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϮ͗ϳϰϯϭϮϲ͘�����

ϰϳ͘�� ZĞĐŚƚ�:͕�<ŽůƚĞƌ�Z͘�ϮϬϬϭ͘�'ůǇĐŽƉĞƉƚŝĚŽůŝƉŝĚ�ĂĐĞƚǇůĂƚŝŽŶ�ĂĨĨĞĐƚƐ�ƐůŝĚŝŶŐ�ŵŽƚŝůŝƚǇ�ĂŶĚ�ďŝŽĨŝůŵ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ŝŶ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ƐŵĞŐŵĂƚŝƐ͘�:��ĂĐƚĞƌŝŽů�ϭϴϯ͗ϱϳϭϴʹϱϳϮϰ͘�����

ϰϴ͘�� zĂŶŐ�z͕� dŚŽŵĂƐ� :͕� >ŝ� z͕� sŝůĐŚğǌĞ��͕��ĞƌďǇƐŚŝƌĞ�<D͕� :ĂĐŽďƐ�tZ͕�KũŚĂ��<͘� ϮϬϭϳ͘��ĞĨŝŶŝŶŐ� Ă� ƚĞŵƉŽƌĂů�����

ŽƌĚĞƌ� ŽĨ� ŐĞŶĞƚŝĐ� ƌĞƋƵŝƌĞŵĞŶƚƐ� ĨŽƌ� ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ� ŽĨ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů� ďŝŽĨŝůŵƐ͘�DŽů�DŝĐƌŽďŝŽů� ϭϬϱ͗ϳϵϰʹ����

ϴϬϵ͘�����
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ϰϵ͘�� zĂŵ� zͲ<͕� �ůǀĂƌĞǌ� E͕� 'Ž� DͲ>͕� �ŝĐŬ� d͘� ϮϬϮϬ͘� �ǆƚƌĞŵĞ� ĚƌƵŐ� ƚŽůĞƌĂŶĐĞ� ŽĨ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�����

͞WĞƌƐŝƐƚĞƌƐ͘͟�&ƌŽŶƚ�DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϭ͗ϯϱϵ͘�����

ϱϬ͘�� >ŝ�t͕�KďƌĞŐſŶͲ,ĞŶĂŽ��͕�tĂůůĂĐŚ�:�͕�EŽƌƚŚ��:͕�>ĞĞ�Z�͕�'ŽŶǌĂůĞǌͲ:ƵĂƌƌĞƌŽ�D͕�^ĐŚŶĂƉƉŝŶŐĞƌ��͕�:ĂĐŬƐŽŶ�����

D͘�ϮϬϭϲ͘�dŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐ�ƉŽƚĞŶƚŝĂů�ŽĨ�ƚŚĞ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ�ŵǇĐŽůŝĐ�ĂĐŝĚ�ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌ͕�DŵƉ>ϯ͘�����

�ŶƚŝŵŝĐƌŽď��ŐĞŶƚƐ��ŚĞŵŽƚŚĞƌ�ϲϬ͗ϱϭϵϴʹϱϮϬϳ͘�����

ϱϭ͘�� �ĞƌŶƵƚ� �͕� EŐƵǇĞŶͲ�Śŝ� D͕� ,ĂůůŽƵŵ� /͕� ,ĞƌƌŵĂŶŶ� :Ͳ>͕� >ƵƚĨĂůůĂ� '͕� <ƌĞŵĞƌ� >͘� ϮϬϭϲ͘� DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�����

ĂďƐĐĞƐƐƵƐͲŝŶĚƵĐĞĚ� ŐƌĂŶƵůŽŵĂ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ŝƐ� ƐƚƌŝĐƚůǇ� ĚĞƉĞŶĚĞŶƚ� ŽŶ� dE&� ƐŝŐŶĂůŝŶŐ� ĂŶĚ� ŶĞƵƚƌŽƉŚŝů�����

ƚƌĂĨĨŝĐŬŝŶŐ͘�W>Ž^�WĂƚŚŽŐ�ϭϮ͗ĞϭϬϬϱϵϴϲ͘�����

ϱϮ͘�� <Ăŵ�:z͕�,ŽƌƚůĞ��͕�<ƌŽŐŵĂŶ��͕�tĂƌŶĞƌ�^�͕�tƌŝŐŚƚ�<͕�>ƵŽ�<͕��ŚĞŶŐ�d͕�DĂŶƵŶĞĞĚŚŝ��ŚŽůĂŶ�W͕�<ŝŬƵĐŚŝ�<͕�����

dƌŝĐĐĂƐ� :�͕� �ƌŝƚƚŽŶ�t:͕� :ŽŚĂŶƐĞŶ�D�͕� <ƌĞŵĞƌ� >͕� KĞŚůĞƌƐ� ^,͘� ϮϬϮϮ͘� ZŽƵŐŚ� ĂŶĚ� ƐŵŽŽƚŚ� ǀĂƌŝĂŶƚƐ� ŽĨ�����

DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ĂƌĞ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂůůǇ� ĐŽŶƚƌŽůůĞĚ�ďǇ�ŚŽƐƚ� ŝŵŵƵŶŝƚǇ�ĚƵƌŝŶŐ� ĐŚƌŽŶŝĐ� ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ�ŽĨ�����

ĂĚƵůƚ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ͘�EĂƚ��ŽŵŵƵŶ�ϭϯ͗ϵϱϮ͘�����

ϱϯ͘�� ZŝƉŽůů�&͕�WĂƐĞŬ�^͕�^ĐŚĞŶŽǁŝƚǌ��͕��ŽƐƐĂƚ��͕��ĂƌďĞ�s͕�ZŽƚƚŵĂŶ�D͕�DĂĐŚĞƌĂƐ��͕�,ĞǇŵ��͕�,ĞƌƌŵĂŶŶ�:Ͳ>͕�����

�ĂĨĨĠ�D͕��ƌŽƐĐŚ�Z͕�ZŝƐůĞƌ�:Ͳ>͕�'ĂŝůůĂƌĚ�:Ͳ>͘�ϮϬϬϵ͘�EŽŶ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝĂů�ǀŝƌƵůĞŶĐĞ�ŐĞŶĞƐ�ŝŶ�ƚŚĞ�ŐĞŶŽŵĞ�ŽĨ�����

ƚŚĞ�ĞŵĞƌŐŝŶŐ�ƉĂƚŚŽŐĞŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘�WůŽ^�KŶĞ�ϰ͗ĞϱϲϲϬ͘�����

ϱϰ͘�� EĞƐďŝƚ� ��͕� >ĞǀŝŶ� D�͕� �ŽŶŶĞůůǇͲtƵ� D<͕� ,ĂƚĨƵůů� '&͘� ϭϵϵϱ͘� dƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů� ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ� ŽĨ� ƌĞƉƌĞƐƐŽƌ�����

ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ�ŝŶ�ŵǇĐŽďĂĐƚĞƌŝŽƉŚĂŐĞ�>ϱ͘�DŽů�DŝĐƌŽďŝŽů�ϭϳ͗ϭϬϰϱʹϭϬϱϲ͘�����

ϱϱ͘�� ZŝĐŚĂƌĚ�D͕�'ƵƚŝĠƌƌĞǌ��s͕�sŝůũŽĞŶ��͕�ZŽĚƌŝŐƵĞǌͲZŝŶĐŽŶ��͕�ZŽƋƵĞƚͲ�ĂŶĞƌĞƐ�&͕��ůĂŝƐĞ�D͕��ǀĞƌĂůů�/͕�WĂƌŬŚŝůů�����

:͕� &ůŽƚŽ�Z�͕�<ƌĞŵĞƌ�>͘�ϮϬϭϵ͘�DƵƚĂƚŝŽŶƐ� ŝŶ� ƚŚĞ�D��ͺϮϮϵϵĐ�dĞƚZ� ƌĞŐƵůĂƚŽƌ�ĐŽŶĨĞƌ�ĐƌŽƐƐͲƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ� ƚŽ�����

ĐůŽĨĂǌŝŵŝŶĞ�ĂŶĚ�ďĞĚĂƋƵŝůŝŶĞ� ŝŶ�DǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵ�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘��ŶƚŝŵŝĐƌŽď��ŐĞŶƚƐ��ŚĞŵŽƚŚĞƌ�ϲϯ͗ĞϬϭϯϭϲͲ����

ϭϴ͘�����

ϱϲ͘�� <ƌĞŵĞƌ� >͕� DĂƵŐŚĂŶ� tE͕� tŝůƐŽŶ� Z�͕� �ŽǀĞƌ� >'͕� �ĞƐƌĂ� '^͘� ϮϬϬϮ͘� dŚĞ�D͘� ƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ� ĂŶƚŝŐĞŶ� ϴϱ�����

ĐŽŵƉůĞǆ�ĂŶĚ�ŵǇĐŽůǇůƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞ�ĂĐƚŝǀŝƚǇ͘�>Ğƚƚ��ƉƉů�DŝĐƌŽďŝŽů�ϯϰ͗ϮϯϯʹϮϯϳ͘�����

ϱϳ͘�� >ĂŵĂƐŽŶ� Z>͕� DŽŚŝĚĞĞŶ� DͲ�W<͕� DĞƐƚ� :Z͕� tŽŶŐ� ��͕� EŽƌƚŽŶ� ,>͕� �ƌŽƐ� D�͕� :ƵƌǇŶĞĐ� D:͕� DĂŽ� y͕�����

,ƵŵƉŚƌĞǀŝůůĞ�sZ͕�,ƵŵďĞƌƚ� :�͕�^ŝŶŚĂ�^͕�DŽŽƌĞ� :>͕� :ĂŐĂĚĞĞƐǁĂƌĂŶ�W͕��ŚĂŽ�t͕�EŝŶŐ�'͕�DĂŬĂůŽǁƐŬĂ� /͕�����

DĐ<ĞŝŐƵĞ� WD͕�K͛ĚŽŶŶĞůů� �͕� <ŝƚƚůĞƐ� Z͕� WĂƌƌĂ� �:͕�DĂŶŐŝŶŝ� E:͕� 'ƌƵŶǁĂůĚ��:͕� ^ŚƌŝǀĞƌ�D�͕� �ĂŶĨŝĞůĚ� s�͕�����



���
�

�ŚĞŶŐ�<�͘�ϮϬϬϱ͘�^>�Ϯϰ�ϱ͕�Ă�ƉƵƚĂƚŝǀĞ�ĐĂƚŝŽŶ�ĞǆĐŚĂŶŐĞƌ͕�ĂĨĨĞĐƚƐ�ƉŝŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ŝŶ�ǌĞďƌĂĨŝƐŚ�ĂŶĚ�ŚƵŵĂŶƐ͘�����

^ĐŝĞŶĐĞ�ϯϭϬ͗ϭϳϴϮʹϭϳϴϲ͘�����

ϱϴ͘�� �hƐŝŶŐ� ƚŚĞ� Z� �ŽŵŵĂŶĚĞƌ͘� ŚƚƚƉƐ͗ͬͬƐŽĐŝĂůƐĐŝĞŶĐĞƐ͘ŵĐŵĂƐƚĞƌ͘ĐĂͬũĨŽǆͬ�ŽŽŬƐͬZ�ŽŵŵĂŶĚĞƌͬ͘� ZĞƚƌŝĞǀĞĚ�����

ϭϭ��ƵŐƵƐƚ�ϮϬϮϭ͘�����

ϱϵ͘�� &Žǆ�:͘�ϮϬϬϱ͘�dŚĞ�Z��ŽŵŵĂŶĚĞƌ͗����ĂƐŝĐͲ^ƚĂƚŝƐƚŝĐƐ�'ƌĂƉŚŝĐĂů�hƐĞƌ�/ŶƚĞƌĨĂĐĞ�ƚŽ�Z͘�ϭ͘�:�^ƚĂƚ�^ŽĨƚǁ�ϭϰ͗ϭʹ����

ϰϮ͘�����

ϲϬ͘�� �Z��ŽŵŵĂŶĚĞƌ͘�ŚƚƚƉƐ͗ͬͬƐŽĐŝĂůƐĐŝĞŶĐĞƐ͘ŵĐŵĂƐƚĞƌ͘ĐĂͬũĨŽǆͬDŝƐĐͬZĐŵĚƌͬ͘�ZĞƚƌŝĞǀĞĚ�ϭϭ��ƵŐƵƐƚ�ϮϬϮϭ͘�����

����



���
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&/'hZ��>�'�E�^�����

&ŝŐƵƌĞ�ϭ͘�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĐŽŶƚƌŽůůĞĚ�ďǇ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ��dĐ�ŝƐ�ĞĨĨĞĐƚŝǀĞ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ͘������

;�Ϳ�^ĐŚĞŵĂƚŝĐ� ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ƉDsϯϬϲ�ĚĞƌŝǀĂƚŝǀĞ�ƉůĂƐŵŝĚ�ĐĂƌƌǇŝŶŐ�ŵ�ŚĞƌƌǇ� ŐĞŶĞ�ĂŶĚ�dĞƚͲK&&�����

ƐǇƐƚĞŵͲŵĞĚŝĂƚĞĚ� ĐŽŶƚƌŽůůĞĚ� ďǇ� �dĐ͘� �ďƐĞŶĐĞ� ŽĨ� �dĐ� ĂůůŽǁƐ� ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ� ŐĞŶĞ� ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ� ŽĨ�����

ŵ�ŚĞƌƌǇ� ŐĞŶĞ� ;ƚŽƉͿ͕� ǁŚĞƌĞĂƐ� ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ� ŝƐ� ďůŽĐŬĞĚ� ǁŚĞŶ� �dĐ� ŝƐ� ƉƌĞƐĞŶƚ� ŝŶ� ƚŚĞ� ŵĞĚŝƵŵ�����

;ďŽƚƚŽŵͿ͘�;�Ϳ�'ƌŽǁƚŚ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ��/W�^�ĐĂƌƌǇŝŶŐ�ƚŚĞ�ƚĞƚK&&Ͳŵ�ŚĞƌƌǇ�ƉůĂƐŵŝĚ�ŝŶ�ƚŚĞ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�����

ŽĨ� �dĐ͘� �ĂĐƚĞƌŝĂ� ǁĞƌĞ� ŐƌŽǁŶ� ŝŶ� ϳ,ϵ� ĐŽŵƉůĞƚĞ� ŵĞĚŝƵŵ� ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ� Žƌ� ŶŽƚ� ǁŝƚŚ� ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�����

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�ŽĨ��dĐ�;ϱϬ͕�ϭϬϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ͕�ϭϬϬϬ�ŶŐͬђ>Ϳ�ĂŶĚ�ŽƉƚŝĐĂů�ĚĞŶƐŝƚŝĞƐ�ŽĨ� ƚŚĞ�ĐƵůƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ�����

ƌĞĐŽƌĚĞĚ�Ăƚ�ϲ͕�Ϯϰ͕�ϰϴ�ĂŶĚ�ϳϮ�ŚƌƐ͘�;�Ϳ�sĂůŝĚĂƚŝŽŶ�ŽĨ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ�ŝŶ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ��/W�^�ƐƚƌĂŝŶ�����

ĐĂƌƌǇŝŶŐ�ƌĞƉƌĞƐƐŝďůĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ͘��ĂĐƚĞƌŝĂ�ǁĂƐ�ŐƌŽǁŶ�ŝŶ�ϳ,ϵ�ĐŽŵƉůĞƚĞ�ŵĞĚŝƵŵ�ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�Žƌ�ŶŽƚ�����

ǁŝƚŚ� ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ� ŽĨ� �dĐ͘� dŚĞ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ŽĨ� ŵ�ŚĞƌƌǇ� ƐŝŐŶĂů� ŝŶ� ƌĞůĂƚŝǀĞ�����

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ƵŶŝƚƐ�;Z&hͿ�ǁĞƌĞ�ŶŽƌŵĂůŝǌĞĚ�ƚŽ�ƚŚĞ�ĐĞůů�ĚĞŶƐŝƚǇ�ĂŶĚ�ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�ĂƐ�й�ŽĨ�ĐŽŶƚƌŽů�;Ϭ��dĐͿ͘�����

�����

&ŝŐƵƌĞ� Ϯ͘� hƐĞ� ŽĨ� ĚƵĂů� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ� ƌĞƉŽƌƚĞƌ� ĚƵƌŝŶŐ� D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� ƐŵŽŽƚŚ� ďŝŽĨŝůŵ� ŐƌŽǁƚŚ͘������

;�Ϳ�^ĐŚĞŵĂƚŝĐ�ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ�ƉDsϯϬϲ�ŝŶƚĞŐƌĂƚŝǀĞ�ƉůĂƐŵŝĚ�ĞŶĐŽĚŝŶŐ�ĚƵĂů�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ͘�EƵĐůĞŽƚŝĚĞ�����

ƐĞƋƵĞŶĐĞƐ�ŽĨ�WůĞĨƚΎ�ƉƌŽŵŽƚĞƌ�ĂŶĚ�ƚŚĞ�ŵtĂƐĂďŝ�ŐĞŶĞ�ǁĞƌĞ�ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ�ŽŶ�ƚŚĞ�ƌĞƉƌĞƐƐŝďůĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�����

ƉůĂƐŵŝĚ� ǀĞƌƐŝŽŶ͘� ;�Ϳ�D͘� ĂďƐĐĞƐƐƵƐ� �/W� ^� ƐƚƌĂŝŶ͕� ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ� ƌĞƉƌĞƐƐŝďůĞ�ŵ�ŚĞƌƌǇ� ĂŶĚ� ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ�����

ŵtĂƐĂďŝ�ŵĂƌŬĞƌƐ͕�ǁĂƐ�ŐƌŽǁŶ�ŝŶ�ϳ,ϵ�ŵĞĚŝƵŵ�Ăƚ�K�сϭ͘��ƵůƚƵƌĞ�ǁĂƐ�ƐƉŽƚƚĞĚ�ŽŶƚŽ�>��ĂŐĂƌ�ƉůĂƚĞƐ�����

ƐƵƉƉůĞŵĞŶƚĞĚ�Žƌ�ŶŽƚ�ǁŝƚŚ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ�ŽĨ��dĐ�;ϱϬ͕�ϭϬϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ͕�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ͘�WůĂƚĞƐ�����

ǁĞƌĞ�ŝŶĐƵďĂƚĞĚ�ϯ�ĚĂǇƐ�Ăƚ�ϯϳ�Σ��ƚŚĞŶ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ƉŝĐƚƵƌĞƐ�ǁĞƌĞ�ƚĂŬĞŶ͘�;�Ϳ�ZĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝǀĞ�ƚŝŵĞůŝŶĞ�����

ƵƐĞĚ�ĨŽƌ�ďŝŽĨŝůŵ�ŐƌŽǁƚŚ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ��/W�^�ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ�ƚŚĞ�ĚƵĂů�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ƌĞƉŽƌƚĞƌ�ĂŶĚ�ƚƌĂĐŬĞĚ�����

ŽǀĞƌ� ƚŝŵĞ͘� &ůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ� ƉŝĐƚƵƌĞƐ� ŽĨ� ƚŚĞ� ďŝŽĨŝůŵƐ� ǁĞƌĞ� ƚĂŬĞŶ� Ăƚ� ϭ͕� ϯ͕� ϱ͕� ĂŶĚ� ϳ� ĚĂǇƐ� ƐŚŽǁŝŶŐ� ;�Ϳ�����

ŵtĂƐĂďŝ�ĂŶĚ�;'Ϳ�ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞƉĞŶĚŝŶŐ�ŽŶ��dĐ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�;ϱϬ͕�ϭϬϬ͕�ϮϬϬ͕�ϱϬϬ͕�ϭϬϬϬ�ŶŐͬŵ>Ϳ�����

Žƌ�ŶŽƚ͘�^ĐĂůĞ͕�Ϯŵŵ͘�;�Ϳ�ZĞůĂƚŝǀĞ�ŐƌŽǁƚŚ�;ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�ŝŶ�ƉĞƌĐĞŶƚĂŐĞͿ�ŽĨ�ƚŚĞ�ƵŶƚƌĞĂƚĞĚ�ďŝŽĨŝůŵ�;�dĐ�ϬͿ�����

ŵĞĂƐƵƌĞĚ�ďǇ�ƚĂŬŝŶŐ�ƚŚĞ�ĂǀĞƌĂŐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ůĞǀĞůƐ�ŽĨ� ƚŚĞ�ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ�ŵtĂƐĂďŝ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ƉƌŽƚĞŝŶ�����

ĂůŽŶŐ�ƚŚĞ�ĚŝĂŵĞƚĞƌ�ŽĨ�ďŝŽĨŝůŵƐ͘�ϭϬϬй�ŽĨ�ŐƌŽǁƚŚ�ŝƐ�ƚŚĞ�ŵĂǆŝŵƵŵ�ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ�Ăƚ�ĚĂǇ�ϳ͘�>ŝŐŚƚ�ĐŽůŽƌƐ�ĂƌĞ�����

ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ� ƚŽ� ĞƌƌŽƌ� ďĂƌƐ� ĨŽƌ� ĞĂĐŚ� ƉŝǆĞů͘� � ;&Ϳ� 'ƌĞĞŶ� ĐŽůŽŶǇ� ǀŽůƵŵĞ� ŽĨ� ^� ďŝŽĨŝůŵƐ� ŐƌŽǁŶ� ŝŶ�����

ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ� ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ� ŽĨ� �dĐ͘� ;,Ϳ� /ŶƚĞŶƐŝƚǇ� ůĞǀĞůƐ� ŽĨ�ŵ�ŚĞƌƌǇ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ� ƉƌŽƚĞŝŶ�����

ĂůŽŶŐ�ƚŚĞ�ĚŝĂŵĞƚĞƌ�ŽĨ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ǁĞƌĞ�ƌĞƚƌŝĞǀĞĚ�ĨƌŽŵ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ŐƌŽǁŝŶŐ�ŽŶ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ŽĨ�����
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�dĐ� Ăƚ� ĚĂǇ� ϳ͘� dŚĞ� ŵ�ŚĞƌƌǇ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ǁĂƐ� ŶŽƌŵĂůŝǌĞĚ� ƚŽ� ƚŚĞ� ĐŽŶƚƌŽů� ǁŝƚŚŽƵƚ� ĚƌƵŐ� ;�dĐ� ϬͿ� ĂŶĚ�����

ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ�ĂƐ�й͘�;/Ϳ�ZĞůĂƚŝǀĞ�ĐŽůŽŶǇ�ǀŽůƵŵĞ�ƉĞƌĐĞŶƚĂŐĞ�ŽĨ�^�ďŝŽĨŝůŵƐ�ŐƌŽǁŶ�ŝŶ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ�����

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ� ŽĨ� �dĐ͘� WĞƌĐĞŶƚĂŐĞƐ�ǁĞƌĞ� ĞƐƚŝŵĂƚĞĚ� ďǇ� ĐŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐ� ƚŚĞ� ƌĞĚ� ĐŽůŽŶǇ� ǀŽůƵŵĞ� ŽĨ� ^�����

ďŝŽĨŝůŵƐ�ŐƌŽǁŶ�ŝŶ�ƉƌĞƐĞŶĐĞ�ŽĨ�Ϭ�ŶŐͬŵ>�Ăƚ�ĚĂǇ�ϳ�ĂƐ�ϭϬϬй͘�;:Ϳ�dƌĂŶƐǀĞƌƐĂů�ĐƵƚƐ�ŽĨ�^�ďŝŽĨŝůŵƐ�ŐƌŽǁŶ�ŝŶ�����

ƉƌĞƐĞŶĐĞ� ŽĨ� ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ� ŽĨ� �dĐ� Ăƚ� ĚĂǇ� ϳ͘� ^ĐĂůĞ͕� Ϯ� ŵŵ͘� ;<Ϳ� /ŶƚĞŶƐŝƚǇ� ůĞǀĞůƐ� ŽĨ� ƚŚĞ�����

ŵ�ŚĞƌƌǇ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ�ƉƌŽƚĞŝŶ�ĂůŽŶŐ�ƚŚĞ�ŚĞŝŐŚƚ�ŽĨ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ǁĞƌĞ�ƌĞƚƌŝĞǀĞĚ�ĨƌŽŵ�ďŝŽĨŝůŵƐ�ŐƌŽǁŝŶŐ�ŽŶ�����

ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� ŽĨ� �dĐ͘� ;>Ϳ� dŽƚĂů� ƌĞĚ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ŽǀĞƌ� ĐŽůŽŶǇ� ŚĞŝŐŚƚ͘�����

&ůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ǁĂƐ� ĞƐƚŝŵĂƚĞĚ� ƚŚĞ� ƉƌŽĚƵĐƚƐ� ŽĨ� ĞĂĐŚ� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŝŶƚĞŶƐŝƚǇ� ;&/hͿ� ĂŶĚ� ŝƚƐ�����

ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ�ŚĞŝŐŚƚ�;ƉŝǆĞůƐͿ͘�����

�����

&ŝŐƵƌĞ�ϯ͘�/Ŷ�ǀŝƚƌŽ�ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶ�ŽĨ�D͘�ĂďƐĐĞƐƐƵƐ�ŵŵƉ>ϯ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶĂů�ŬŶŽĐŬͲĚŽǁŶ�ŵƵƚĂŶƚ͘������
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RESEARCH ARTICLE

Mycobacteriophage–antibiotic therapy promotes enhanced
clearance of drug-resistant Mycobacterium abscessus
Matt D. Johansen1,*, Matthéo Alcaraz1, Rebekah M. Dedrick2, Françoise Roquet-Baner̀es1, Claire Hamela1,
Graham F. Hatfull2 and Laurent Kremer1,3,‡

ABSTRACT
Infection by multidrug-resistant Mycobacterium abscessus is
increasingly prevalent in cystic fibrosis (CF) patients, leaving
clinicians with few therapeutic options. A compassionate study
showed the clinical improvement of a CF patient with a disseminated
M. abscessus (GD01) infection, following injection of a phage cocktail,
including phage Muddy. Broadening the use of phage therapy in
patients as a potential antibacterial alternative necessitates the
development of biological models to improve the reliability and
successful prediction of phage therapy in the clinic. Herein, we
demonstrate that Muddy very efficiently lyses GD01 in vitro, an effect
substantially increased with standard drugs. Remarkably, this
cooperative activity was retained in an M. abscessus model of
infection in CFTR-depleted zebrafish, associated with a striking
increase in larval survival and reduction in pathological signs. The
activity of Muddy was lost in macrophage-ablated larvae, suggesting
that successful phage therapy relies on functional innate immunity.
CFTR-depleted zebrafish represent a practical model to rapidly assess
phage treatment efficacy against M. abscessus isolates, allowing the
identification of drug combinations accompanying phage therapy and
treatment prediction in patients.

This article has an associated First Person interview with the first
author of the paper.

KEY WORDS: Mycobacterium abscessus, Phage therapy,
Cystic fibrosis, CFTR, Pathogenesis, Zebrafish

INTRODUCTION
The incidence of infection with non-tuberculous mycobacteria
(NTM) is on the rise, frequently surpassing the infection rate of
tuberculosis in many industrialised countries (Johansen et al.,
2020a). The Mycobacterium abscessus complex is among the

most-relevant NTM affecting humans, and is an acknowledged
pathogen infecting a vast array of tissues associated with a broad
spectrum of clinical manifestations. Members of this complex are
rapid growers, often associated with severe pulmonary diseases,
particularly in cystic fibrosis (CF) patients (Cowman et al., 2019;
Johansen et al., 2020a). From a taxonomic perspective, the
M. abscessus complex comprises three subspecies exhibiting
different clinical outcomes and susceptibilities to antibiotic
treatments: M. abscessus subsp. abscessus (designated hereafter
M. abscessus), M. abscessus subsp. bolletii (designated hereafter
M. bolletii) and M. abscessus subsp. massiliense (designated
hereafter M. massiliense) (Adekambi et al., 2017). These complex
subspecies are among the most drug-resistant mycobacteria,
harbouring a vast array of innate and acquired drug resistance
mechanisms against most antibiotic classes (Johansen et al., 2020a;
Nessar et al., 2012). These mechanisms largely rely on the
expression of diverse enzymes that inactivate drugs, such as
β-lactams (Dubée et al., 2015), tetracyclines (Rudra et al., 2018),
rifamycins (Rominski et al., 2017a) and aminoglycosides
(Rominski et al., 2017b), and induce the expression of multiple
MmpL-based drug efflux pumps (Gutiérrez et al., 2019; Richard
et al., 2019).

Conventional therapeutic treatments often require prolonged
courses of regimens combining a macrolide (clarithromycin or
azithromycin), a β-lactam (cefoxitin or imipenem) and an
aminoglycoside (amikacin) (Griffith et al., 2007). Macrolides
remain the cornerstone of M. abscessus multidrug regimens
(Griffith et al., 2007); however, treatment success rates are poor,
particularly in macrolide-resistant strains involving an inducible
ribosomal methylase encoded by erm(41) (Nash et al., 2009;
Richard et al., 2020). As such, treatments against M. abscessus
pulmonary diseases remain extremely challenging, often leading to
severe adverse effects and therapeutic failure. New therapeutic
interventions are thus required for the treatment and eradication of
multidrug-resistant M. abscessus strains, particularly in chronically
infected patients. In this context, phage therapy may represent a
potential antibacterial alternative that involves the administration
of phages that infect and lyse bacteria to eradicate or prevent
infectious diseases. In the growing era of personalised medicine,
phage therapies offer distinct advantages over broad-spectrum
antibiotics as they are highly specific toward a particular bacterial
pathogen without adversely affecting the host or host commensal
microbiota, and ultimately prevent the emergence of antibiotic
resistance (Luong et al., 2020). Supporting this view, genetically
engineered mycobacteriophages were recently administered to a
young CF patient chronically infected with a multidrug-resistant
M.massiliense strain (GD01) following bilateral lung transplantation.
Intravenous phage treatment was well tolerated and associated with
significant clinical improvements, representing the first reported
therapeutic use of phages for a human mycobacterial infection and
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the first use of engineered mycobacteriophages (Dedrick et al.,
2019).
As phage-bacterial pairings are highly specific, there is

substantial variation in M. abscessus phage susceptibilities, and,
thus, phage therapy of large patient cohorts will require expansion
of our understanding of mycobacteriophage interactions in the host.
In these instances, the development of rapid and reliable pre-clinical
models to examine the efficacy of phage therapy against a particular
M. abscessus clinical isolate would represent a useful predictive
marker of successful phage inclusion in a patient prior to clinical
application. Moreover, although phage treatment alone is unlikely
to be sufficient to clear the infection (Dedrick et al., 2019), an
ideal pre-clinical model should allow the identification of top drug
candidates that would accompany phage therapy, recapitulating
phage–antibiotic cooperation that would facilitate successful
eradication in a patient setting.
One of the key steps in drug discovery and phage therapy relies on

the evaluation of the in vitro and in vivo potential of new treatments
against M. abscessus using adapted animal models. Early studies
confirmed that most immunocompetent mouse strains resulted in
clearance of M. abscessus in the first weeks after infection (Bernut
et al., 2014b; Obregón-Henao et al., 2015; Ordway et al., 2008),
making these animal models very limited for studying pathogenesis
or assaying the in vivo efficacy of drug treatments against
M. abscessus. Comparatively, recent work demonstrated that
C3HeB/FeJ mice allow the establishment of a chronic
M. abscessus infection (Le Moigne et al., 2020). Non-mammalian
models of infection have also been developed, includingDrosophila
melanogaster, Galleria mellonella larvae (Meir et al., 2018) or
zebrafish (Danio rerio), offering advantages in terms of speed, cost,
technical convenience and ethical acceptability over the mouse
model (Bernut et al., 2017). In particular, zebrafish are increasingly
recognised as a practical and amenable model to study host–pathogen
interactions (Alibaud et al., 2011; Cambier et al., 2014; Clay et al.,
2007; Davis et al., 2002; Gomes and Mostowy, 2020; Prajsnar et al.,
2008, 2013; van der Sar et al., 2004; Vergunst et al., 2010). Owing to
genetic tractability and optical transparency, zebrafish embryos
represent an exquisite model to study important aspects of infectious
diseases. Although adult zebrafish possess a complex immune
system similar to that of humans, comprising both the innate and
adaptive arms of immunity, the embryonic stages solely harbour
innate immunity (Davis et al., 2002). Critical insights into the
M. abscessus pathogenesis emerged from a zebrafish infection
model, which identified the importance of cording as a mechanism of
immune evasion (Bernut et al., 2014a) and the role of TNF signalling
in controlling infection and granuloma formation (Bernut et al.,
2016b). Zebrafish models of mycobacterial infection recapitulate
important bacterial virulence mechanisms and host susceptibility
determinants that have been further validated in humans (Bernut
et al., 2016b), thus demonstrating their clinical relevance and
translatability as an excellent model for human infections. Recently,
we reported a CF transmembrane conductance regulator (CFTR)-
depleted zebrafish model of M. abscessus infection that
recapitulates CF immunopathogenesis (Bernut et al., 2019). Loss
of CFTR increases susceptibility to M. abscessus through impaired
NADPH oxidase-dependent restriction of intracellular growth,
leading to uncontrolled extracellular multiplication of
M. abscessus and resulting in abscess formation and lethal
infection. Similar phenotypes were also observed in the zebrafish
CF model of Mycobacterium fortuitum infection (Johansen and
Kremer, 2020a), another frequently isolated NTM species that can
be isolated from CF patients (Martiniano et al., 2016). Collectively,

these studies highlight the importance of zebrafish infection models
as excellent tools to decipher host–pathogen interactions and, for the
first time, identified the pivotal role of CFTR in the immunological
control of CF-associated NTM infections.

As such, we reasoned that the zebrafish CF model may represent
a novel pre-clinical animal model to further understand the
complex interplay between phages and bacteria in real time.
Furthermore, this model may also provide an effective biological
tool to assess the efficacy of mycobacteriophage activity in vivo.
Herein, we evaluated the selectivity and efficacy of various
mycobacteriophages against the M. massiliense clinical isolate
GD01 in vitro and explored the improved activity with leading drug
candidates. Importantly, we report the essential contribution of
innate immunity in determining phage therapy success and the
activity of phages and standard anti-mycobacterial drugs both
in vitro and in vivo. Finally, in the current study, we demonstrate that
the zebrafish CF model represents a valuable platform to decipher
the lytic activity of mycobacteriophages in vivo, which epitomises
phage therapy in a clinical setting.

RESULTS
High in vitro killing activity of phage Muddy against
M. massiliense GD01
The M. abscessus subsp. massiliense GD01 strain, with a rough
colony morphology, isolated 1 month post-transplantation in a CF
patient (homozygous for ΔF508), was originally used to select for
potential therapeutic phages by exploiting a collection of >10,000
phages isolated using Mycobacterium smegmatis, thanks to the
Science Education Alliance-Phage Hunters Advancing Genomics
and Evolutionary Science (SEA-PHAGES) program (Jordan et al.,
2014). This screen led to the selection of Muddy, which efficiently
kills GD01, ZoeJ, from which a lytic derivative was engineered, as
well as a lytic derivative of a host range mutant of the phage BPs,
designated BPsΔ33HTH_HRM10, and used as a cocktail for treating
the CF patient (Dedrick et al., 2019). An additional phage was
identified, Gabriela, which infects and kills GD01 very inefficiently
compared to Muddy (Fig. 1A) and provides a useful control phage.

We subsequently determined the lowest multiplicity of infection
(MOI; corresponding to the phage:GD01 ratio) associated with the
highest killing rate. Colony-forming units (CFU) were determined
by counting the colonies after incubation of GD01 with either
Muddy or Gabriela for 5 days in Middlebrook 7H9 at 37°C by
varying the MOI range. As shown in Fig. 1B, even at the MOI of
0.0001, Muddy was able to reduce GD01 CFU numbers by ≈2 Log
compared to the untreated control at Day 5. This lytic activity was
further exacerbated at an MOI of 0.01 but remained stable at higher
MOI (up to 1). In agreement with the plaque assay (Fig. 1A),
Gabriela failed to show substantial killing activity, even at an MOI
of 1, the highest MOI tested. Overall, these assays confirmed the
differential specificity of the mycobacterial phages tested and high
lytic activity of Muddy against GD01 in vitro.

Improved activity between Muddy and antibiotics against
GD01 in vitro
The CF patient chronically infected with GD01 failed to respond to
intensive antibiotic therapies, even after extensive exposure to
multidrug chemotherapy (Dedrick et al., 2019). To understand this
lack of responsiveness to standard antimicrobial chemotherapy, we
determined the drug susceptibility profile of GD01 towards a wide
panel of drugs and compared it to that of theM. abscessus 104536T

and M. massiliense CIP108297T reference strains (both are rough
variants). Based on the minimal inhibitory concentration (MIC) and
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the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) breakpoints
(Woods et al., 2011), GD01 shows intermediate susceptibility
to imipenem (IPM) and cefoxitin (CFX), and resistance to
clarithromycin (CLR), amikacin (AMK), ciprofloxacin (CIP) and
linezolid (LNZ) (Table S1). Tigecycline (TGC), clofazimine
(CFZ), bedaquiline (BDQ) and MmpL3 inhibitors (the indole-2
carboxamide Cpd12 and the benzimidazole EJMCh-6) are active
against GD01 at low concentrations, while rifabutin (RFB) shows a
slightly lower activity against GD01 than against the reference
strains. Because previous studies have emphasised the increased
efficacy of combining phages and antibiotics against Staphylococcus
aureus (Dickey and Perrot, 2019), we wanted to determine whether
phages and antibiotics may cooperate to improve the activity against
GD01 in vitro. Bacterial cultures were treated for 5 days with either
Muddy alone (at an MOI of 0.0001), antibiotics alone (at sub-MIC)
or with Muddy plus antibiotics (Fig. 2). As mentioned above,
Muddy alone was associated with a nearly 2 to 3 Log decrease in the
CFU. Interestingly, although antimicrobial agents such as RFB,
IPM, BDQ, CFZ, TGC, AMK, CLR and LNZ were associated with
decreased CFU numbers, the addition of Muddy further reduced the
CFU levels for most drugs (RFB, IPM, BDQ, CFZ, TGC, AMK)
but not for CLR (at 128 µg/ml) and LNZ. For instance, the
combination of Muddy with RFB, a drug that has recently been
shown to inhibit both extracellular and intracellular forms of
M. abscessus (Aziz et al., 2017; Johansen et al., 2020b), at 3.1 µg/ml
led to a ≈4-5 Log decrease in the CFU compared to the untreated
control and a 2 Log reduction compared to RFB alone (Fig. 2G).
Interestingly, although GD01 is resistant to AMK (MIC>128 µg/ml;
Table S1), with limited CFU reduction, the addition of Muddy to
AMK at sub-MIC was accompanied by a striking reduction in the
CFU levels (Fig. 2A). Overall, these findings indicate that the
addition of a wide panel of antimicrobial drugs potentiates the
effect of Muddy and vice versa. In addition, drug/phage
combinations can overcome the limited activity of drugs in
antibiotic-resistant isolates.

Muddy reduces the pathological signs of GD01 infection in
wild-type zebrafish
We have previously exploited the optical transparency of zebrafish
embryos to describe the increased virulence of rough (R) members
of the M. abscessus complex over their smooth (S) counterparts,
which correlated with the loss of glycopeptidolipid (GPL)
production (Bernut et al., 2014a, 2016a). Herein, we exploited

this model to assess whether Muddy exhibits killing activity against
GD01 in vivo and whether it alters the pathological signs associated
with GD01 infection in wild-type embryos. We first addressed
whether GD01 induces a typical infection following caudal
vein injection with 250-300 CFU of tdTomato-expressing GD01
at 30 h post-fertilisation (hpf). Virulence of GD01 in zebrafish
was compared to the virulence of the S and R variants of the
M. massiliense CIP108297T strain as well as T56, an unrelated
rough M. abscessus clinical isolate. As observed previously for
M. abscessus and M. bolletii (Bernut et al., 2014a, 2016a), daily
monitoring of mortality indicated that embryos injected with the
S CIP108297T survived up until 12 days post-infection (dpi)
(Fig. S1A), whereas ∼50% of embryos injected with the R
CIP108297T succumbed to infection by 10 dpi. Infection with
T56 showed increased virulence, with nearly 80% embryo mortality
at 12 dpi. In contrast, GD01 exhibited a significant delay in embryo
killing compared to the other R strains. GD01-infected zebrafish
started to succumb to infection 5 days after T56-infected zebrafish,
with only 40% embryo mortality by 12 dpi. A possible explanation
for this delay may be the slower growth rate of GD01 compared
to that of the other strains in vitro. This was confirmed by
monitoring the growth kinetics of GD01 at both 30°C and 37°C
by CFU determination, despite important variations caused by the
highly aggregative and clumping properties that typify rough
strains (Fig. S2). However, all R strains developed a systemic
infection in fish with the presence of the typical growing foci of
infection in the larval brain, as shown by whole-embryo imaging
(Fig. S1B).

Having established the GD01 infection model in zebrafish, we
next tested whether intravenous injection of Muddy or the control
phage Gabriela, which infects GD01 inefficiently, would affect the
survival and pathology of the infection as outlined in Fig. 3A. We
first investigated whether phage treatment increases the survival of
GD01-infected larvae. No significant differences in larval survival
were observed in the different phage-treated animals compared
to the untreated animals (Fig. 3B). We next examined whether
phage treatment exerts an effect on the bacterial burden by
determining the fluorescent pixel count (FPC) at 6 dpi (Bernut
et al., 2015). Fig. 3C clearly shows a significant reduction in the
FPC after treatment with Muddy, whereas this effect was less
pronounced with Gabriela, thus correlating with the in vitro lytic
activity of the two phages against GD01. There was no further
reduction in bacterial burden when both Muddy and Gabriela were

Fig. 1. Specificity and killing activity of mycobacterial phages against GD01. (A) Plaque assay. Tenfold serial dilutions of phages Gabriela and Muddy
were spotted on a lawn of GD01 grown on 7H10OADC/CaCl2. Lysis was observed after 5 days. PFU, plaque-forming units. (B) Killing assay. GD01 was grown
in 7H9OADC, incubated with the various phages for 5 days at 37°C and plated on LB agar prior to colony-forming unit (CFU) counting. D0, GD01 inoculum;
CTRL, GD01 without phages. ****P<0.0001 (unpaired Student’s t-test). Data shown are the mean of three independent experiments±s.d.
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combined together, suggesting that these phages do not act
synergistically in vivo.
A noticeable feature of R strains of the M. abscessus complex is

their high propensity to produce extracellular cords (Bernut et al.,
2014a). Owing to their extensive size, cords prevent the bacilli from
being phagocytosed by macrophages and neutrophils, thus
representing an important mechanism of immune evasion (Bernut
et al., 2014a). Therefore, cord formation, often representative of
acute infection within the zebrafish embryo, was monitored at
different time points after infection. Interestingly, treatment with
Muddy was associated with a significant reduction (∼2-fold) in the
proportion of embryos with cords at 2, 4 and 6 dpi (Fig. 3D).
However, no significant changes were observed after treatment with
Gabriela alone at 6 dpi, while injection of a cocktail containing both
Muddy and Gabriela did not further reduce cording compared to
Muddy alone.
Abscess formation often represents loss of infection control and

typically occurs following extracellular cord formation and
expansion (Bernut et al., 2014a, 2015, 2016a). Abscesses
represent a marker of disease severity and are often associated
with cellular debris, tissue destruction and acute infection in
zebrafish (Bernut et al., 2014a). As such, we wanted to determine
whether phage treatment would affect the production of abscesses.
As shown in Fig. 3E, treatment with Muddy alone and a phage
cocktail of both Muddy and Gabriela showed a significant decrease
in the percentage of larvae with abscesses at 4 and 6 dpi. As
expected, this was not the case for Gabriela-treated embryos, in
which we observed no difference in abscess formation at any time
points examined. The decrease in the pathological signs of Muddy-
treated larvae correlates with the FPC analysis and whole-embryo
imaging (Fig. 3F).

Together, these results suggest that Muddy very efficiently lyses
GD01 in wild-type zebrafish embryos, translating into a decreased
pathology of the infection. However, this was not sufficient to
reduce larval killing. A possible explanation is that, given the delay
in larval killing by GD01 compared to other R strains (Fig. S1), a
clear effect of phage treatment on larval survival cannot be seen in
the 12 dpi-restricted time frame of observation. Moreover, this is
further exemplified by the short 5 day phage treatment duration in
the zebrafish model, which we postulate may show further
reductions in bacterial burden and translationally increased survival.

Functional innate immunity is essential for efficient activity
of Muddy in zebrafish
Macrophages are important immune cells recruited to an infection
and are the predominant cell subset involved in the control of
M. abscessus infection in zebrafish (Bernut et al., 2014a).
Importantly, macrophages are required for granuloma formation
and controlling mycobacterial growth (Pagán and Ramakrishnan,
2018). Previous studies demonstrated that macrophage ablation
results in rapid larval death within several days of infection,
underpinning the crucial role of these phagocytes in containing
mycobacterial infections (Bernut et al., 2014a; Clay et al., 2007;
Johansen and Kremer, 2020b). We observed that injection of
liposomal clodronate in the caudal vein had no effect on embryo
survival (Fig. S3A) and depleted macrophages for at least 5 days,
with macrophages recovering at 7 days post-treatment (Fig. S3B).
Following liposomal clodronate treatment and M. abscessus
infection (Fig. 4A), we observed progressive rapid larval death
resulting in 100% of embryo mortality at 8 dpi, compared to
standard GD01 infection following liposomal PBS injection prior to
infection (Fig. 4B). Unexpectedly, although larval death occurred

Fig. 2. In vitro killing activity of Muddy and antibiotics against GD01. (A-H) GD01 was grown in CaMHB at 37°C and incubated with Muddy
(MOI=0.0001) in the absence or presence of different antibiotics used in clinical settings. Three drug concentrations were used (in µg/ml) at sub-MIC doses.
After 5 days of treatment, bacteria were plated on LB agar prior to CFU counting. D0, GD01 inoculum; CTRL, GD01 without phages. *P<0.05; **P<0.01;
***P<0.001; ****P<0.0001 (unpaired Student’s t-test). Data shown are the mean of three independent experiments±s.d.
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Fig. 3. Impact of bacteriophage Muddy on GD01 infection in wild-type zebrafish. At 30 hpf, embryos were infected with 250-300 CFU of GD01
expressing tdTomato via caudal vein injection. At 1 dpi, embryos commenced phage therapy through caudal vein administration at an MOI of 50:1 (phage:
bacteria) based on the initial bacterial infection inoculum. Embryos were treated daily from 1 dpi up to and including 5 dpi with either Muddy (M), Gabriela
(G) or a phage cocktail containing both Muddy and Gabriela (M+G). (A) A generalised schematic showing the experimental design corresponding to the
figure. (B) Embryo survival was monitored over a 12 day period, with embryos counted daily. Survival curves were analysed using the log-rank (Mantel–Cox)
statistical test. The red bar across the x-axis indicates the duration of daily phage administration in the current experiment. (C) Bacterial burden [fluorescent
pixel count (FPC)] was analysed at 6 dpi using fluorescent microscopy. Fluorescent images were analysed in ImageJ using the ‘Analyze particles’ function.
Bacterial burden was analysed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. (D,E) The proportion of embryos with cords (D) and abscesses (E) was enumerated
at 2, 4 and 6 dpi using fluorescent microscopy. Abscess and cord quantification was analysed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. Data shown are the
mean of three independent experiments±s.d. (n=20-30 per group for each experiment). (F) Representative zebrafish images of untreated (GD01) or phage-
treated embryos at 6 dpi, showing the presence of extracellular bacterial cords. Red overlay represents GD01 expressing TdTomato. Scale bars: 0.5 mm.
n.s., not significant; *P<0.05; **P<0.01; ****P<0.0001.
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Fig. 4. Activity of Muddy in GD01-infected zebrafish lacking macrophages. At 24 hpf, embryos were micro-injected with either PBS liposomes (PBS) or
lipoclodronate-filled liposomes (Clod) to achieve macrophage depletion. At 30 hpf, treated embryos were infected with 250-300 CFU of GD01 (PBS GD01
and Clod GD01) via caudal vein injection. At 1 dpi, embryos commenced phage therapy through caudal vein injection at an MOI of 50:1 (phage:bacteria)
based on initial bacterial infection inoculum. Embryos were treated daily from 1 dpi, up to and including 5 dpi with Muddy (M), Gabriela (G) or a phage
cocktail containing both Muddy and Gabriela (M+G). (A) A generalised schematic showing the experimental design corresponding to the figure. (B) Embryo
survival was monitored over a 12 day period, with embryos counted daily. Survival curves were analysed using the log-rank (Mantel–Cox) statistical test. The
red bar across the x-axis indicates the duration of daily phage administration in the current experiment. (C) Bacterial burden (FPC) was analysed at 6 dpi
using fluorescent microscopy. Fluorescent images were analysed in ImageJ using the ‘Analyze particles’ function. Bacterial burden was analysed using a
Kruskal–Wallis one-way ANOVA. (D,E) The proportion of embryos with cords (D) and abscesses (E) was enumerated at 2, 4 and 6 dpi using fluorescent
microscopy. Abscess and cord quantification was analysed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. Data shown are the mean of two independent
experiments±s.d. (n=20-30 per group for each experiment). (F) Representative zebrafish images of untreated (GD01) or phage-treated embryos at 6 dpi,
showing the presence of extracellular bacterial cords. Red overlay represents GD01 expressing TdTomato. Scale bars: 0.5 mm. *P<0.05; ****P<0.0001.
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rapidly and was much more pronounced compared to infection in
wild-type fish, treatment with Muddy, Gabriela or Muddy plus
Gabriela failed to increase the survival rate of infected embryos
(median time to 50% mortality of 6 and 7 days, respectively). We
further examined whether there was a change in bacterial burden in
macrophage-depleted embryos following phage therapy.
Irrespective of individual phages or phage cocktail administration,
we saw no change in bacterial burden between any of the
macrophage-depleted groups at 6 dpi (Fig. 4C). As anticipated,
both cords and abscesses increased drastically within 2 dpi in
macrophage-depleted larvae, compared to the control embryos
(liposomal PBS) (Fig. 4D,E). However, phage treatment did not
reduce the proportion of embryos with cords at 2, 4 and 6 dpi
(Fig. 4D), or the percentage of embryos with abscesses at 4 and
6 dpi (Fig. 4E). The presence of large infection foci in the phage-
treated fish compared to the untreated fish correlates with the FPC
analysis and with whole-embryo imaging (Fig. 4F). Collectively,
these results highlight the critical role of macrophages in sustaining
the in vivo efficacy ofMuddy during GD01 infection and emphasise
the requirements of a functional innate immunity for establishing a
successful phage therapy.

Validation of phage treatment against GD01 in
CFTR-depleted embryos
TheM. abscessus complex has emerged as an important respiratory
pathogen of major concern in CF centres worldwide (Parkins and
Floto, 2015). Because our understanding of the particular
vulnerability of CF patients to M. abscessus complex infection
remains limited by the lack of suitable animal models mimicking
the immune abnormalities found in the CF population, we have
exploited a zebrafish CF model that recapitulates important aspects
of CF immunopathogenesis. This allowed us to report a stepwise
dissection ofM. abscessus infection in an animal depleted of CFTR
to elucidate the biological implication of CFTR in innate immunity
to these infections (Bernut et al., 2019). To address the role of CFTR
in GD01 infection, cftr loss-of-function experiments were
performed in zebrafish using a specific morpholino-modified
oligonucleotide (Bernut et al., 2019), which abrogated production
of native spliced cftr transcripts (Fig. 5A; Fig. S4). We report here
that GD01-infected CFTR morphants rapidly succumb to
intravenous infection (Fig. 5B), reflecting the hypersusceptibility
of the young CF patient to this isolate (Dedrick et al., 2019),
providing a first glimpse into CFTR-mediated host defences to
GD01 infection. This was associated with an increase in the
bacterial burden, as evidenced by FPC determination (Fig. 5C). This
early and progressive killing in cftr morphants (Fig. 5B) prompted
us to investigate whether phage therapy can ameliorate GD01
infection in a CFTR-deficient context.
Treatment with Muddy, Gabriela or Muddy and Gabriela was

associated with a slightly delayed survival curve compared to CFTR-
depleted embryos infected with GD01 (median time to 50%
mortality of 10 days compared to 8 days, respectively) (Fig. 5B).
Importantly, although CFTR ablation led to 20% embryo survival in
the non-treated group at 12 dpi, ∼40% survival was reached in
embryos treated with Muddy. Similar to macrophage-depleted
embryos, ablation of CFTR was associated with a rapid and
pronounced increase in cording (Fig. 5D) and abscesses (Fig. 5E)
compared to control morphants. Strikingly, treatment with Muddy
alone or in combination with Gabriela led to a severe reduction in the
proportion of embryos with cords at 2, 4 and 6 dpi (Fig. 5D),
abscesses at 4 and 6 dpi (Fig. 5E) and bacterial loads (Fig. 5C),
compared to the untreated controls. The strong decrease in the

pathological signs of Muddy-treated cftr morphants correlates with
the FPC analysis andwhole-embryo imaging (Fig. 5F). As evidenced
by increased larval survival and reduced pathological signs, these
findings indicate that CFTR-depleted fish are highly susceptible to
GD01 infection and respond to phage treatment with Muddy.

Improved efficacy of combined phage and antibiotic therapy
in GD01-infected CFTR zebrafish
Our previous results highlighted the improved activity when
combining Muddy and various antibiotics, including RFB
(Fig. 2). To enquire whether this therapeutic combination is also
effective in vivo, GD01-infected CFTR-depleted zebrafish were
either treated with RFB alone, Muddy alone or with RFB
and Muddy together. The protocol applied is outlined in
Fig. 6A. Treatment with RFB alone was associated with a
significant increase in the survival rate compared to that of the
untreated CFTR morphants (Fig. 6B), in agreement with previous
observations performed in wild-type zebrafish infected with
M. abscessus (Johansen et al., 2020b). In addition, the level of
protection conferred by RFB was similar to that of embryos treated
with Muddy alone. Importantly, the combined Muddy and RFB
treatment further increased the survival rate compared to that of
larvae treated with RFB alone or Muddy alone, reaching 70%
survival at 12 dpi, almost identical to that seen for GD01 infection
in wild-type zebrafish (Fig. 6B). Strikingly, when we compared the
median time to 50% mortality between the groups, we observed a
median time of 7 days for CFTR embryos infected with GD01,
which shifted to 10 days for those treated with RFB or Muddy
alone. Importantly, this was beyond the calculation threshold for
those embryos treated with RFB and Muddy together, owing to
significantly reduced mortality, further reinforcing the relevance of
our findings. Similarly, this combination therapy showed markedly
reduced bacterial loads compared to untreated cftr morphants and
showed no differences compared to untreated control morphants
(Fig. 6C). Furthermore, combination therapy with Muddy and RFB
was also correlated with a substantial reduction in the proportion
of embryos with cording at 2, 4 and 6 dpi (Fig. 6D), as well as in
the percentage of embryos with abscesses (Fig. 6E). The strong
decrease in the pathological signs of Muddy plus RFB-treated
cftr morphants correlates with the FPC analysis and whole-embryo
imaging (Fig. 6F). Together, these findings demonstrate the
improved therapeutic efficacy of the combined treatment with
Muddy and RFB in a CF animal model with disseminated
GD01 infection, characterised by a highly reduced lethality and
pathological signs in comparison to embryos treated with either one
of the two treatments.

DISCUSSION
Bacterial pathogens are frequently associated with lung
complications and disease progression in CF (Elborn, 2016).
These bacteria increasingly show resistance to antibiotics, requiring
novel management approaches. Bacteriophage therapy, in which
lytic phages are administered to kill target bacterial pathogens,
represents one of these strategies (Düzgünes ̧ et al., 2021; Luong
et al., 2020). Case reports of phage therapy to treat drug-resistant
pulmonary infections in CF have received significant attention in
recent years (Chan et al., 2021; Dedrick et al., 2019; Ng et al., 2021).
The use of a phage cocktail administered with antibiotics was
reported for the treatment of disseminatingM. massiliense GD01 in
a 15-year-old individual with CF who was a post-lung transplant
recipient (Dedrick et al., 2019). In this case, the therapy resulted in
decreased size of skin lesions and improvement in lung function,
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Fig. 5. Effect of Muddy in GD01-infected cftr morphants. At the one- to four-cell stage, fertilised zebrafish eggs were injected in the nucleus with either
control morpholino (control) or cftr morpholino (cftr). At 30 hpf, embryos were infected with 250-300 CFU of GD01 (control GD01 or cftr GD01) via caudal vein
injection. At 1 dpi, embryos commenced phage therapy through caudal vein injection at an MOI of 50:1 (phage:bacteria) based on initial bacterial infection
inoculum. Embryos were treated daily from 1 dpi, up to and including 5 dpi with Muddy (M), Gabriela (G) or a phage cocktail containing both Muddy and
Gabriela (M+G). (A) A generalised schematic showing the experimental design corresponding to the figure. (B) Embryo survival was monitored over a 12 day
period, with embryos counted daily. Survival curves were analysed using the log-rank (Mantel–Cox) statistical test. The red bar across the x-axis indicates the
duration of daily phage administration in the current experiment. (C) Bacterial burden (FPC) was analysed at 6 dpi using fluorescent microscopy. Fluorescent
images were analysed in ImageJ using the ‘Analyze particles’ function. Bacterial burden was analysed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. (D,E) The
proportion of embryos with cords (D) and abscesses (E) was enumerated at 2, 4 and 6 dpi using fluorescent microscopy. Abscess and cord quantification
was analysed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. Data shown are the mean of three independent experiments±s.d. (n=20-30 per group for each
experiment). (F) Representative cftr morphant images of untreated (GD01) or phage-treated embryos at 6 dpi, showing the presence of extracellular bacterial
cords or localised infection. Red overlay represents GD01 expressing TdTomato. Scale bars: 0.5 mm. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001.
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Fig. 6. Activity of Muddy and rifabutin in GD01-infected cftr morphants. At the one- to four-cell stage, fertilised zebrafish eggs were injected in the
nucleus with either control morpholino (control) or cftr morpholino via caudal vein injection. At 1 dpi, embryos commenced phage Muddy (M) and/or rifabutin
(RFB) therapy through caudal vein injection at an MOI of 50:1 (phage:bacteria) based on initial bacterial infection inoculum. Embryos were treated daily from
1 dpi, up to and including 5 dpi with Muddy. RFB was added to zebrafish water daily at a final concentration of 50 µg/ml. (A) A generalised schematic
showing the experimental design corresponding to the figure. (B) Embryo survival was monitored over a 12 day period, with embryos counted daily. Survival
curves were analysed using the log-rank (Mantel–Cox) statistical test. The red bar across the x-axis indicates the duration of daily phage and RFB
administration in the current experiment. (C) Bacterial burden (FPC) was analysed at 6 dpi using fluorescent microscopy. Fluorescent images were analysed
in ImageJ using the ‘Analyze particles’ function. Bacterial burden was analysed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. (D,E) The proportion of embryos
with cords (D) and abscesses (E) was enumerated at 2, 4 and 6 dpi using fluorescent microscopy. Abscess and cord quantification was analysed using a
Kruskal–Wallis one-way ANOVA. Data shown are the mean of three independent experiments±s.d. (n=20-30 per group for each experiment).
(F) Representative cftr morphant images of embryos left untreated (GD01), treated with Muddy alone, RFB alone or with Muddy plus RFB at 6 dpi, showing
the presence of extracellular bacterial cords or localised infection. Red overlay represents GD01 expressing TdTomato. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001;
****P<0.0001.
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liver function, chest imaging and weight gain. Although this
illustrates that phage therapy against NTM infections holds vast
potential, there is little understanding of phage–host dynamics in
disease environments and a clear lack of pre-clinical studies
concerning phage therapy of M. abscessus infections (Senhaji-
Kacha et al., 2021). In this context, we studied the GD01–
mycobacteriophage infection dynamics under various physiological
and disease-mimicking conditions using a CF zebrafish model of
infection.
In general, most findings identified in this biological model

paralleled those reported previously in the treated CF patient
(Dedrick et al., 2019). First, we found that cftr morphants were
extremely susceptible (decreased larval survival) to GD01 infection
(Fig. 5B), resulting from uncontrolled bacterial multiplication
(Fig. 5C) and dissemination, and exacerbation of the pathological
features (Fig. 5D,E), as shown previously forM. abscessus (Bernut
et al., 2019) and M. fortuitum (Johansen and Kremer, 2020a).
Second, we show the improved activity of phage Muddy (Fig. 2)
with a wide panel of antibiotics used in the clinical treatment of
M. abscessus pulmonary diseases. Although the drugs tested were
more or less effective at low concentrations, the addition of Muddy
led to a substantial improvement in efficacy, similarly to what has
previously been observed when drugs were administered to phages
against S. aureus or Pseudomonas aeruginosa (Dickey and Perrot,
2019; Oechslin et al., 2017). In addition, the adjunct of an antibiotic
to phage treatment has also proven effective in reducing the
outgrowth of antibiotic- and phage-resistant strains during treatment
(Dickey and Perrot, 2019), and this combination could also better
help to manage antibiotic-resistant bacterial biofilms. A major
drawback of a phage/antibiotic combination is that more complex
studies are required to establish effective co-dosing regimens relying
on compatible pharmacokinetic and pharmacodynamics properties
between the antibiotic and phages. However, the mechanisms
underlying potential phage–antibiotic interactions remain largely
unknown. Thus, the present study represents a first glimpse into the
phage/antibiotic effect in a zebrafish CF model in the context of
infection. Indeed, we provide evidence of the improved activity of
Muddy when combined with RFB in this animal model (Fig. 6),
thus replicating the outcomes observed in vitro (Fig. 2) while also
reiterating clinical observations associated with phage and antibiotic
combination therapies. Whereas Muddy alone was shown to reduce
the number of cords and abscesses (Fig. 3D,E and Fig. 5D,E), this
effect was further exacerbated when adding RFB to Muddy
(Fig. 6D,E). Because mycobacteriophages have limited access to
the intracellular compartment of macrophages (Broxmeyer et al.,
2002), they are thought to mainly target extracellular bacilli, which,
in the case of rough M. abscessus, can grow in the form of large
serpentine cords (Bernut et al., 2014a). As such, this is likely to
explain the decrease in the proportion of embryos with cords and the
subsequent proportion of embryos with abscesses. However, it is
still not known whether phages have the capacity to lyse the bacilli
present on the periphery of the cords, ultimately reducing the size and
eventually eradicating cords, or whether they prevent the initiation of
cord formation by targeting individual bacilli. Importantly, the
proportion of embryos with cords in cftr morphants treated with
Muddy remained constant at 2, 4 and 6 dpi, suggesting that Muddy
does not degrade or modify the bacterial cord structure, but rather
prevents the formation of new cords (Fig. 5D).
We previously reported that exposure of M. abscessus-infected

THP-1 macrophages to RFB was associated with reduced intra- and
extracellular cording (Johansen et al., 2020b). Therefore, the net
effect of the Muddy plus RFB therapy is likely to result in a

pronounced decrease in both intra- and extracellular cording in
zebrafish. Moreover, this significant reduction in cording is
particularly interesting, as it may prevent the subsequent
formation of abscesses (Bernut et al., 2014a), considered a marker
of the severity of the disease. Consistent with this hypothesis, a
marked decrease in abscess formation was observed in Muddy-,
RFB- and Muddy plus RFB-treated zebrafish embryos (Fig. 6E).
Validation of Muddy plus RFB co-treatment against GD01
infection in CFTR-depleted embryos was not only reflected by a
strong decrease in the pathophysiological symptoms (abscesses and
cords; Fig. 6D,E) but also by a strong reduction in larval mortality
(Fig. 6B). Together, the positive outcome of phage plus antibiotic
treatment in the infected CF zebrafish reflects those observations
identified following treatment of the GD01-infected CF patient,
emphasising the usefulness of the zebrafish model as an effective
and predictive pre-clinical model. This is particularly justified in the
context of an increasing demand for assessing the use of
bacteriophages in CF and non-CF patients infected with
multidrug-resistant bacteria, including M. abscessus (Aslam et al.,
2020).

Numerous animal models have recently been developed for the
evaluation of phage therapy for infections caused by the ESKAPE
group of pathogens (consisting of notable drug-resistant pathogens,
such as Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa and Enterobacter spp.)
(Ciesĺik et al., 2021). These include Galleria mellonella,
Drosophila melanogaster and various mouse models of sepsis/
peritonitis/pneumonia/urinary tract infection or eye infection. In
addition, cftr zebrafish morphants were used to demonstrate the
applicability of phage therapy against P. aeruginosa infections
(Cafora et al., 2019). However, in this study, phages were injected
once in the yolk sac, which does not correspond to a route of
administration in humans. In our study, Muddy was administered
intravenously several times on a daily basis, similarly to the
treatment conditions encountered in the case in the CF patient
(Dedrick et al., 2019). It is important to emphasise that, in our study,
phages were administered daily to recapitulate clinical
implementation; however, we were only able to do this up to
5 days post-infection due to increasing epithelial thickening
throughout embryonic development. It is tempting to speculate
that we may see further reductions in bacterial burden, cording and
abscess formation associated with increased embryo survival if we
were able to administer phages for a longer period of time; however,
this remains to be further explored.

Noteworthily, despite their unique features for high-throughput
therapeutic evaluation, zebrafish embryos display disadvantages
over mammalians predominantly stemming from stark anatomical
differences (gills instead of lungs, haematopoiesis occurring in the
anterior kidney instead of the bone marrow, and lack of discernible
lymph nodes). In addition, the lack of adaptive immunity early in
embryonic development may also influence the outcome of the
phage/antibiotic treatment in our study. As such, these factors
should be taken into consideration when interpreting the findings
from the current study and for determining the suitability of different
animal models to examine the efficacy of phage therapy. Although
devoid of lungs, which are the main target organs for M. abscessus
pulmonary disease, zebrafish has recently emerged as a powerful
model system to better understand CF as well as the vulnerability of
CF patients to M. abscessus infection (Bernut et al., 2019), and for
assessing the in vivo efficacy of multiple drugs againstM. abscessus
(Bernut et al., 2014b; Dubée et al., 2015; Dupont et al., 2016, 2017;
Johansen et al., 2020b; Raynaud et al., 2020). From a fundamental
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perspective, use of this model allowed us here to assess the
contribution of innate immunity in phage therapy. Our results
indicate that functional innate immunity is required for efficient
activity of Muddy in zebrafish. Using macrophage-depleted
embryos, we found that macrophages are critical for successful
phage-mediated bacterial clearance. At this stage, we do not know
whether the failure of phage therapy was due to the lack of
macrophage effector functions such as phagocytosis or the absence
of macrophage-dependent activation of other immune effector
components participating in GD01 clearance. These findings are in
agreement with a previous investigation devoted to studying the
effects of host immunity on the efficacy of phage therapy for acute
pneumonia caused by multidrug-resistant P. aeruginosa using
various immune-compromised mouse models, which revealed that
neutrophils are required for phages to clear infection (Roach et al.,
2017). It is important to recognise that macrophage ablation is
known to result in rapid embryo death and significantly enhances
susceptibility to mycobacterial infection due to the absence of a
major immunological defence (Bernut et al., 2014a). Critically,
macrophage ablation led to ineffective phage therapy, suggesting
that macrophages may be required to facilitate mycobacterial
clearance in the presence of mycobacteriophages. Alternatively, it is
also plausible that the phage dose administered to lipoclodronate-
treated embryos could be below the threshold to observe any
improvement in reducing pathophysiological signs ofM. abscessus
infection (Fig. 4). Comparatively, CFTR depletion in zebrafish
embryos led to remarkably improved phage responsiveness,
recapitulated in improved embryo survival, reduced bacterial
burdens and reduced pathophysiological signs such as cords and
abscesses (Fig. 5). This is likely due to defective host defences such
as reactive oxygen species production, which is known to increase
susceptibility to NTM species such as M. abscessus and
M. fortuitum (Bernut et al., 2019; Johansen and Kremer, 2020a),
as opposed to being entirely devoid of an immune cell subset, which
is essential for infection control. As such, these findings are
unsurprising and provide new insight into the requirements for host
immunity within the context of phage therapy. Overall, our results
suggest that, in animals, phage therapy success not only requires
bacterial permissiveness to phage killing but relies also on complex
immunophage interactions. This implies the need to explore the
patient immunological status as a critical requirement to consider
before applying phage therapy, an observation recently emphasised
in a patient receiving phage therapy, who rapidly developed a robust
humoral response against the therapeutic phages and whereby the
phage-neutralising activity correlated with increasing M. abscessus
bacterial loads (Dedrick et al., 2021). This strongly suggests that the
host immune system can represent an important obstacle to phage
therapy. Thus, the future of phage therapy will rely on applying
optimal treatments adapted to patients and integrating the immune
status of each patient into the treatment strategy.
In summary, our easy-to-use M. abscessus infection model paves

the way for studying the outcomes from the triple partner interactions
between the phage, the target bacterial pathogen and host innate
immunity. It also supports the development of phage therapies and
provides the first framework towards the development of a pre-clinical
platform to assess the most successful phage/antibiotic combinations
and predictions prior to testing in M. abscessus patients.

MATERIALS AND METHODS
Mycobacterial strains and culture conditions
M. abscessus CIP104536T (S and R variants), M. massiliense CIP108297T

(S and R variants) and the clinical strainsM. massiliense GD01 (rough) and

M. abscessus T56 (rough) were routinely grown and maintained at 37°C in
Middlebrook 7H9 broth (BD Difco) supplemented with 10% oleic acid,
albumin, dextrose, catalase (OADC; BD Difco) and 0.025% Tyloxapol
(Sigma-Aldrich) (7H9OADC/T), or onMiddlebrook 7H10 supplemented with
10% OADC enrichment (7H10OADC). Fluorescent GD01 was generated
using the pTEC27 expressing tdTomato (Takaki et al., 2013). Red
fluorescent colonies were selected on 7H10OADC/T supplemented with
1000 µg/ml Hygromycin (Euromedex) and maintained in 7H9OADC/T

supplemented with 500 µg/ml Hygromycin. Fluorescent M. abscessus
CIP104536T and M. massiliense CIP108297T strains have previously
been described (Bernut et al., 2014a). M. smegmatis mc2155 was grown at
37°C in Middlebrook 7H9 broth as previously described (Jacobs-Sera et al.,
2012).

Drug susceptibility testing
The MICs were determined according to the CLSI guidelines (Woods et al.,
2011). The broth micro-dilution method was used with cation-adjusted
Mueller-Hinton broth (CaMHB) with an inoculum of 5×106 CFU/ml in
exponential growth phase. Each drug dilution was added to the bacterial
suspension and incubated for 3-5 days at 30°C. MICs were recorded by
visual inspection (Johansen et al., 2020b). Assays were completed in
triplicate in three independent experiments.

Preparation of phage
Phages were grown on M. smegmatis mc2155 using solid media and
recovered by diffusion into phage buffer (68.5 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl
pH 7.5, 10 mMMgSO4, 1 mMCaCl2). Phage lysates were filtered through a
0.22 µM filter and used. High-titre cesium chloride-banded phages were
prepared and dialysed as previously reported (Dedrick et al., 2019).

In vitro phage-killing assay
Bacteria grown in 7H9 supplemented with 10% OADC and 2 mM CaCl2
(7H9OADC/CaCl) were harvested in the exponential growth phase and
pelleted by centrifugation at 3000 g for 10 min. To create single-cell
suspensions, bacteria were passed through a 26G needle 20 times and
sonicated twice for 10 s to separate large aggregates. Bacteria were made to a
concentration of 5×106 CFU/ml, and 100 μl bacterial suspension was placed
into each well. Mycobacteriophage stock dilutions were added to each
corresponding well at the desired MOI (phage:bacteria), mixed well by
pipetting and then placed at 37°C for up to 5 days. At the desired time point,
bacteria from each corresponding well were 10-fold serially diluted in PBS
containing 0.05% Tween 80 to lyse residual extracellular phage, and then
plated onto LB agar and placed at 37°C for up to 5 days or until visible
colonies emerged.

Zebrafish maintenance
Zebrafish use was performed in agreement with European Union guidelines
for the handling of laboratory animals and was approved by the Direction
Sanitaire et Vétérinaire de l’Hérault and Comité d’Ethique pour
l’Expérimentation Animale under reference 2020022815234677. All
experiments in the current study were performed using the golden mutant
and macrophage reporter Tg(mpeg1:mCherry) lines as previously described
(Bernut et al., 2014a, 2015). Zebrafish embryos were obtained and
maintained as previously described (Bernut et al., 2015).

Morpholino injection and cftr knockdown
Morpholinos were designed and purchased from GeneTools. A splice-
blocking morpholino specifically targeting zebrafish gene cftr
(ZEBRAFISHIN, ZDB-GENE-050517-20) (5′-GACACATTTTGGA-
CACTCACACCAA-3′) was injected into zebrafish embryos at the one- to
four-cell stage (1 mM, 2 nl). Furthermore, details of the morpholino
efficacy and specificity and cftr knockdown were previously validated as
described (Bernut et al., 2019).

Zebrafish microinjection and infection
At 24 hpf, embryos were dechorionated using Pronase (10 mg/ml; Sigma-
Aldrich) for up to 5 min at room temperature, followed by extensivewashing
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in zebrafish water. Following dechorionation, macrophage depletion was
achieved by microinjection with either liposomal clodronate or PBS-filled
liposomes (Liposoma) (2 nl) via caudal vein injection, as previously
described (Bernut et al., 2014a, 2015). At 30 hpf, embryos were
anaesthetised in 0.02% tricaine solution and microinjected with
fluorescent mycobacteria via caudal vein injection (3 nl containing
≈100 bacteria/nl). Bacterial inoculum was checked a posteriori by
injection of 3 nl into sterile PBS and plating onto 7H10OADC. Following
infection, embryos were transferred to 24-well plates (two embryos/well)
and incubated at 28.5°C for the duration of the experiment. Embryo age is
expressed as dpi.

Phage treatment in GD01-infected zebrafish
At 24 h post-infection (hpi), embryos were anaesthetised in 0.02% tricaine
solution and microinjected with 10-15 nl mycobacteriophage solutions
(109 PFU/ml) containing Muddy, Gabriela or a phage cocktail at a final
concentration of MOI 50:1 (phage:bacteria) of original bacterial infection
inoculum. Control embryos were micro-injected with an identical dilution
of phage buffer and PBS, as was performed for the phage-treated
embryos. Embryos were microinjected daily between 1 and 5 dpi, with
each embryo receiving a total of five phage or PBS injections. Embryos
receiving RFB treatment were treated as previously described (Johansen
et al., 2020b). Briefly, RFB [stock concentration 10 mg/ml in dimethyl
sulfoxide (DMSO)] was diluted to 50 µg/ml in zebrafish water, and embryos
were immersed in drug-containing water. RFB was replenished daily
between 1 and 5 dpi, with each embryo receiving a total of 5 days of
RFB treatment. Control embryos were treated with an identical dilution
of DMSO and zebrafish water as was performed for the RFB-treated
embryos.

Zebrafish monitoring and live imaging
Embryo survival was monitored daily based on the presence or absence of a
heartbeat. Survival curves were determined by counting dead larvae for up
to 12 days, or until uninfected embryos begin to die. At designated key time
points post-infection, embryos were anaesthetised in 0.02% tricaine solution
andmounted on 3% (w/v) methylcellulose solution for live imaging. Images
were taken using a Zeiss Axio Zoom.V16 coupled with an Axiocam 503
monochrome camera (Zeiss). FPCmeasurements were determined using the
‘Analyze particles’ function in ImageJ. Granulomas were identified based
on the co-localisation of fluorescent macrophages and fluorescent GD01.
All experiments were completed at least two times independently.

Statistical analysis
Kill kinetics in the absence or presence of antibiotics were analysed using an
unpaired Student’s t-test. Survival curve analysis was completed using the
log-rank (Mantel–Cox) statistical test. Abscess and cord analyses were
completed using unpaired Student’s t-test. Bacterial burden (FPC) analyses
were performed using a Kruskal–Wallis one-way ANOVA. All statistical
tests were completed using GraphPad Prism (Version 9.0.1).
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&ŝŐ͘� ^ϯ͘� Impact of liposomal-clodronate on zebrafish survival and macrophage depletion. 
Tg(mpeg1:mCherry) embryos harbouring red fluorescent macrophages were injected with 3 nL of 
either liposomal-PBS (lipo-PBS) or liposomal-clodronate (lipo-C) in the caudal vein at 24 hpf. ;�Ϳ�
Embryo survival was monitored daily over a 12 day period (n=30/group). ;�Ϳ�Representative images 
of zebrafish tails showing transient macrophage depletion with lipo-clodronate. Macrophages are 
labelled in red. Scale bars represent 500 µm.   
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Table S1. Drug susceptibility/resistance profile of M. massiliense GD01. Rough M. abscessus 

CIP104536T and M. massiliense CIP108297T were included for comparison. MIC (µg/mL) were 

determined after 4 days of incubation, following the CLSI guidelines. 

IPM, imipenem; CFX, cefoxitin; CLR, clarithromycin; TGC, tigecycline; CFZ, clofazimine; AMK, amikacin; CIP, 
ciprofloxacin; ZEO, zeocin; KAN, kanamycin; BDQ, bedaquiline; LNZ, linezolid; GEN, gentamycin; RFB, rifabutin; 
Cpd12, indole-2 carboxamide; EJMCh-6, benzimidazole. 

 Strain 
(morphotype)

  MIC (µg/mL) 
            IPM CFX CLR1 TGC  CFZ     AMK      CIP   ZEO     KAN     BDQ      LNZ    GEN      RFB     Cpd12    E JMCh-6  

M. abscessus (R)    16 64   4   1 1   64    128     32    16   0.03    64    64   12.5   0.06        0.125 

M. massiliense (R) 32 64   0.5   2 0.5   32    64      >128      16       0.06     64   64    25   0.06   0.125 

GD01 (R) 32 64 >128   2 0.5     >128      64      >128    >128      0.015      64    > 128    25-50     0.25      0.125-0.25 
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Matthéo ALCARAZ 

Nouvelles molécules et cibles thérapeutiques dans le traitement des  

infections causées par les mycobactéries non-tuberculeuses 

 
La recrudescence des infections mycobactériennes reflète le défi actuel de la lutte contre les micro-

organismes pathogènes. Les mycobactéries sont responsables d’infections pulmonaires et extra-pulmonaires 
sévères, particulièrement chez les patients présentant des comorbidités. De plus, la grande résistance aux 
antibiotiques de ces espèces bactériennes aboutit à de nombreux échecs et impasses thérapeutiques. Afin 
d’outrepasser ces derniers, la mise en évidence de nouvelles cibles pharmacologiques et de molécules actives 
s’avère nécessaire. Les enzymes de la biosynthèse des acides mycoliques, éléments essentiels de la paroi 
mycobactérienne, représentent des cibles de choix dans le développement de nouveaux antimycobactériens. 
L’isoniazide, un antituberculeux de première ligne nécessitant une bioactivation par l’enzyme KatG, inhibe 
l’énoyl-ACP réductase InhA impliquée dans l’élongation des chaînes d’acides mycoliques. Cependant, l’isoniazide 
et ses analogues partageant le même mode d’action, ne sont pas efficaces vis-à-vis des mycobactéries non-
tuberculeuses telles que Mycobacterium abscessus ou Mycobacterium fortuitum, de par l’incapacité de leur 
protéine KatG à les activer. Dans ce contexte, l’objectif de ma thèse a été de démontrer l’intérêt de cibler la voie 
de synthèse des acides mycoliques encore inexploitée contre les mycobactéries non-tuberculeuses. Ainsi, par 
l’inhibition directe de la protéine InhA chez M. abscessus et M. fortuitum, mes travaux ont permis de mettre en 
évidence l’activité antibactérienne robuste de la 4-hydroxy-2-pyridone NITD-916, à la fois in vitro ainsi que dans 
différents modèles cellulaires et animaux. L’ensemble de ces résultats s’inscrivent dans une dynamique de 
repositionnement de molécules où les inhibiteurs directs d’InhA, et plus largement des autres enzymes 
impliquées dans la synthèse des acides mycoliques, décrits précédemment chez M. tuberculosis, peuvent être 
transposés à d’autres mycobactéries pathogènes réfractaires à l’antibiothérapie classique. Ces travaux ouvrent 
la voie à de futures études précliniques et cliniques dans le but d’élargir l’arsenal thérapeutique à la disposition 
du praticien pour contrer les infections mycobactériennes multirésistantes et persistantes. 
 
 

New molecules and therapeutic targets in the treatment of  

infections caused by non-tuberculous mycobacteria 

 
The resurgence of mycobacterial infections reflects the current challenge in the fight against pathogenic 

microorganisms. Mycobacteria are responsible for severe pulmonary and extra-pulmonary infections, 
particularly in patients with co-morbidities. Moreover, the high level of antibiotic resistance in these bacterial 
species leads to numerous therapeutic failures and dead-ends. To bypass them, it is essential to identify new 
pharmacological targets and active molecules. Enzymes involved in the biosynthesis of mycolic acids, essential 
components of the mycobacterial wall, represent attractive candidates for the development of new 
antimycobacterials. Isoniazid, a first-line anti-tuberculosis drug requiring a bioactivation by KatG enzyme, inhibits 
the enoyl-ACP reductase InhA involved in the elongation of the mycolic chains. However, isoniazid and its analogs 
sharing the same mode of action, are inoperant against the non-tuberculous mycobacteria, such as M. abscessus 
or M. fortuitum, due to the incapacity of their KatG protein to bioactive them. In this context, the purpose of my 
thesis was to demonstrate the interest of targeting the so far untapped mycolic acid synthesis pathway in non-
tuberculous mycobacteria. Thus, through direct inhibition of the InhA protein in M. abscessus and M. fortuitum, 
my work demonstrated the robust antibacterial activity of the 4-hydroxy-2-pyridone NITD-916 both in vitro and 
in various cellular and animal models. Overall, these results are part of a repositioning process in which direct 
inhibitors of InhA and, more broadly of other enzymes involved in mycolic acid biosynthesis, described earlier in 
M. tuberculosis, can be transposed to others pathogenic mycobacteria refractory to standard chemotherapy. 
This work paves the way for future preclinical and clinical studies to expand the therapeutic arsenal available to 
the physician for the treatment of multi-resistant and persistent mycobacterial infections. 


